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DESCRIPCION
PC5 como enzima de procesamiento de propéptido de factor IX
INTRODUCCION

El factor IX (FIX) es un zimégeno monocatenario de 55 kDa de una serina proteasa codificada en el cromosoma X de
los seres humanos, que es un componente importante de la via intrinseca de la cascada de coagulacién sanguinea.
La deficiencia de FIX funcional provoca hemofilia B, también conocida como enfermedad de Christmas. Se informa
que la hemofilia B se produce en 1 de cada 100 000 nacimientos masculinos y, cuando no se trata, esta asociada con
morbilidad grave y crénica resultante de hemorragias incontroladas en musculos, articulaciones y cavidades corporales
después de lesién. Hasta recientemente, los tratamientos para la deficiencia de FIX han incluido la administracion de
FIX natural preparado a partir de plasma derivado de combinaciones de donadores de sangre. Dichos tratamientos
portan riesgos asociados de infeccién con virus transmitidos por la sangre, incluyendo virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y virus de la hepatitis C (VHC), asi como trombosis y embolia indeseadas. Mas recientemente, ha
llegado estar disponible en el mercado una preparacion de FIX recombinante (BeneFIX®, Wyeth).

Se requieren determinadas modificaciones postraduccionales para la actividad normal de FIX. FIX se expresa como
un polipéptido precursor que requiere procesamiento postraduccional para producir FIX maduro. En particular, el
polipéptido precursor de FIX requiere gamma carboxilacion dependiente de vitamina K de determinados residuos de
acido glutamico en el denominado dominio de gamma-carboxiglutamato (Gla) y escision del propéptido (véase la figura
1). El propéptido es una secuencia de 18 residuos aminoacidicos N terminal al dominio Gla. El propéptido se une a la
gamma carboxilasa dependiente de vitamina K y después, in vivo, se escinde del polipéptido precursor de FIX por una
proteasa endégena, muy probablemente PACE (enzima de escisidon de aminoacidos basicos emparejados), también
conocida como furina y PCSKS3. Sin la gamma carboxilaciéon dependiente de vitamina K, el dominio Gla no puede
unirse a calcio para asumir la conformacién correcta necesaria para anclar la proteina a superficies fosfolipidicas
cargadas negativamente, haciendo de ese modo que el factor IX no sea funcional. La inhibicién de la carboxilacién
dependiente de vitamina K por antagonistas de vitamina K, tal como warfarina, es una forma comun de tratamiento
anticoagulante. Incluso si se carboxila, el dominio Gla también depende de la escision del propéptido para la funcion
apropiada, ya que el propéptido retenido interfiere con los cambios conformacionales del dominio Gla necesarios para
la union optima a calcio y fosfolipido. Por tanto, las modificaciones postraduccionales requeridas del polipéptido
precursor de FIX incluyen tanto gamma carboxilacién de determinados residuos de acido glutamico por gamma
carboxilasa dependiente de vitamina K como escisién del propéptido de FIX, muy probablemente por PACE, para
producir FIX maduro.

El FIX maduro debe activarse por factor Xl activado para producir factor IXa. En la via intrinseca, FIX se asocia con
un complejo con factor VIl activado, factor X, calcio y fosfolipido, en donde FIX se activa por factor Xla, y después el
factor 1Xa a su vez activa el factor X en concierto con factor VIl activado. Como alternativa, los factores IX y X pueden
ambos activarse por factor Vlla en complejo con tromboplastina tisular lipidada, que se ha generado mediante la via
extrinseca. El factor Xa entonces participa en la via comun final por la que la protrombina se convierte en trombina,
que a su vez convierte fibrinégeno en fibrina.

Hasta ahora, el procesamiento postraduccional in vitro del polipéptido precursor de FIX, coherente con los que se
sabia acerca del procesamiento in vivo, ha dependido de PACE para lograr la escisién del propéptido de FIX. PACE
es un miembro de una familia de al menos media docena de serina proteasas de mamifero similares de
subtilisina/Kex2p conocidas como proproteina convertasas (PC). PACE se encontré usando homologia de secuencia
con KEX2, una enzima en la levadura Saccharomyces cerevisiae y la primera en identificarse como una endoproteasa
implicada en el procesamiento de precursores. Posteriormente, se han identificado otros miembros de la familia de PC
y se ha encontrado que tienen grados variables de identidad de secuencia y diferentes especificidades de sustrato.

El documento EP 0246709 describe secuencias parciales de ADNc y de aminoacidos de furina (es decir, PACE).

Las secuencias completas de ADNc y aminoacidos de furina humana (es decir, PACE) se publicaron en 1990. Van den
Ouweland AM et al. (1990) Nucleic Acids Res. 18:664; errata en: Nucleic Acids Res. 18:1332 (1990).

La patente de Estados Unidos n.2 5.460.950, expedida a Barr et al., describe PACE recombinante y la coexpresion de
PACE con un polipéptido precursor de sustrato de una proteina heter6loga para mejorar la expresion de la proteina
heter6loga activa y madura. En un aspecto, el polipéptido precursor es un polipéptido precursor de FIX.

La patente de Estados Unidos n.? 5.935.815, expedida a van de Ven et al, asimismo describe furina humana
recombinante (es decir, PACE) y la coexpresion de furina con un polipéptido precursor de sustrato de una proteina
heterbloga para mejorar la expresién de la proteina heteréloga activa y madura. Los posibles precursores de sustrato
divulgados en esta patente incluyen un precursor de factor IX.

Se informa que otros miembros de la familia en la familia de proproteina convertasa (PC) de mamifero similar a
subtilisina/Kex2p ademas de PACE incluyen PC1/PC3, PC2, PC4, PC5/6 (a partir de ahora en este documento
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denominada simplemente PC5), PACE4 y LPC/PC7/PC8/SPC7. Aunque estos diversos miembros comparten
determinados rasgos estructurales globales conservados, difieren en su distribuciéon en el tejido, localizacion
subcelular, especificidades de escision y sustratos preferidos. Para una revision, véase Nakayama K (1997) Biochem
J. 327:625-35. Similares a PACE, estas proproteina convertasas en general incluyen, empezando desde el extremo
aminico, un péptido sefial, un propéptido (que puede escindirse autocataliticamente), un dominio catalitico similar a
subtilisina caracterizado por los residuos Asp, His, Ser y Asn/Asp, y un dominio Homo B que es también esencial para
la actividad catalitica y caracterizado por una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD). PACE, PACE4 y PC5 también incluyen
un dominio rico en Cys, cuya funcion es desconocida. Ademas, PC5 tiene isoformas con y sin un dominio
transmembranario; estas diferentes isoformas son conocidas como PC5B y PC5A, respectivamente. La comparacion
entre la secuencia de aminoacidos del dominio catalitico de PACE y las secuencias de aminoacidos de los dominios
cataliticos de otros miembros de esta familia de proproteina convertasas revela los siguientes grados de identidad: 70
por ciento para PC4; 65 por ciento para PACE4 y PC5; 61 por ciento para PC1/PC3; 54 por ciento para PC2; y 51 por
ciento para LPC/PC7/PC8/SPC7. Nakayama K (1997) Biochem J. 327:625-35.

Se ha informado de que PACE y PACE4 tienen sustratos parcialmente solapantes, pero distintos. En particular, se ha
informado de que PACE4, en notable contraste con PACE, no puede procesar el polipéptido precursor de FIX. Wasley
LC et al. (1993) J Biol Chem. 268:8458-65; Rehemtulla A et al. (1993) Biochemistry. 32:11586-90.

La patente de Estados Unidos n.t 5.840.529, expedida a Seidah et al, divulga secuencias de nucleodtidos y
aminoacidos para PC7 humana y la notable capacidad de PC7, en comparacién con otros miembros de la familia de
PC, de escindir gp160 en gp120 y gp41 del VIH.

Las secuencias de nucleotidos y aminoacidos de PC5 de roedor se describieron por primera vez como PC5 por Lusson
J et al. (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:6691-5 y como PC6 por Nakagawa T et al. (1993) JBiochem (Tokio) 113:132-
5.

La patente de Estados Unidos n.? 6.380.171, expedida a Day et al., divulga secuencias de nucledtidos y aminoacidos
para PC5A humana, la isoforma sin el dominio transmembranario, asi como métodos para reducir la reestenosis
usando &cidos nucleicos antisentido para inhibir la actividad de PC5.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion se explica en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones y/o ejemplos de la siguiente
descripcion que no estan cubiertos por las reivindicaciones adjuntas no se consideran parte de la presente invencion.
Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano o animal mediante terapia o para diagnostico.

Se divulga ademas el contenido general que incluye los diversos aspectos y facetas descritas a continuacion.
ANTECEDENTES TECNICOS

El contenido se basa, en parte, en el descubrimiento por los autores de la invencién de que PC5 es eficaz para procesar
el propéptido a partir del polipéptido precursor de FIX. Este descubrimiento fue inesperado porque, como se describe
en detalle a continuacién, los miembros de la familia de PC muy relacionados con completamente o sustancialmente
incapaces de procesar el propéptido a partir del polipéptido precursor de FIX. El contenido se refiere a métodos y
composiciones Utiles para preparar factor IX maduro, usando PC5 para procesar el polipéptido precursor de FIX. Los
métodos y composiciones se refieren a FIX per se, asi como a polipéptidos y conjugados que contienen FIX.

En un aspecto, el contenido es una célula eucaridtica que incluye un primer vector de expresién que codifica una
proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusién de la misma, y un segundo vector de expresién que codifica
una PC5 funcional.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la PC5 funcional incluye una secuencia de
aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO:1, correspondiente a PC5A, una isoforma de PC5 sin un dominio
transmembranario.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la PC5 funcional comprende una secuencia de
aminoacidos correspondiente a PC5B, una isoforma de PC5 con un dominio transmembranario.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, el primer vector de expresion codifica proFIX.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién es una proteina de fusion de
proFIX-compafiero de uniéon de FcRn.
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En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién de proFIX-compafiero de
unién de FcRn comprende un conector que conecta proFIX al compafiero de unién de FcRn.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién de proFIX-compafiero de
union de FcRn es una proteina de fusion de proFIX-Fc.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién de proFIX-Fc comprende un
Fc gamma humano.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién de proFIX-compafiero de
union de FcRn comprende un conector que conecta proFIX a Fc.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién de proFIX-Fc es un
homodimero de proFIX-Fc (también denominado en este documento simplemente "dimero").

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién de proFIX-Fc es un hibrido
de monémero-homodimero de proFIX-Fc (también denominado en este documento simplemente "monémero").

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién es una proteina de fusion de
proFIX-albumina.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién de proFIX-albumina incluye
un conector que conecta proFIX a albdmina.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusién es una proteina de fusion de
proFIX-transferrina.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, la proteina de fusion de proFIX-transferrina incluye
un conector que conecta proFIX a transferrina.

En una faceta de acuerdo con este y otros aspectos del contenido, el conector es
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 16).

En una faceta la célula eucariética es una célula de mamifero.
En una faceta la célula eucariética es una célula HEK 293.

En una faceta la célula eucariética es una célula CHO.

En una faceta la célula eucariética es una célula BHK.

En una faceta el vector de expresion que codifica la proFIX o la proteina de fusién de la misma, y el vector de expresion
que codifica la PC5 funcional, son un solo vector de expresion.

El contenido, en un aspecto, es un vector de expresion que incluye una primera secuencia polinucleotidica que codifica
una proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusién de la misma, unida de forma funcional a una secuencia
de control de la expresion que permite la expresion de la proFIX o la proteina de fusion de la misma, y una segunda
secuencia polinucleotidica que codifica una PC5 funcional, unida de forma funcional a una secuencia de control de la
expresion que permite la expresion de la PC5 funcional.

En un aspecto, el contenido es un método para producir un polipéptido que contiene factor IX maduro a partir de una
proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusion del misma. El método de acuerdo con este aspecto del
contenido incluye las etapas de cultivar una célula eucaridtica que incluye un primer vector de expresion que codifica
una proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusién de la misma, y un segundo vector de expresién que
codifica una PC5 funcional, en condiciones que permiten la expresién tanto de la proFIX o la proteina de fusion de la
misma como de la PC5 funcional, y procesar la proF1X o la proteina de fusién de la misma mediante la PC5 funcional.
En una faceta el polipéptido que contiene factor IX maduro es un hibrido de monémero dimero de FIX-Fc. También se
proporciona un hibrido de monémero-hibrido de FIX-Fc producido de acuerdo con el método de este aspecto del
contenido.

En un aspecto el contenido es un método para aumentar el rendimiento de un polipéptido que contiene factor IX
maduro a partir de una proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusién de la misma. El método de acuerdo
con este aspecto del contenido incluye las etapas de cultivar una célula eucaribtica que incluye un primer vector de
expresion que codifica una proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusién de la misma, y un segundo
vector de expresion que codifica una PC5 funcional, en condiciones que permiten (a) la expresion tanto de la proFIX
o la proteina de fusion de la misma como de la PC5 funcional, y (b) procesar la proFIX o la proteina de fusion de la
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misma por la PC5 funcional, en donde el rendimiento de polipéptido que contiene factor IX maduro se aumenta en
comparacién con el rendimiento de polipéptido que contiene factor IX maduro producido en condiciones similares sin
el procesamiento por la PC5 funcional.

En un aspecto, el contenido es un método para producir un polipéptido que contiene factor IX maduro a partir de una
proproteina de factor IX (proFIX), o un conjugado de la misma. El método de acuerdo con este aspecto del contenido
incluye la etapa de poner en contacto la proFIX o el conjugado de la misma con una cantidad eficaz de PC5 funcional.

En una faceta la proF1X o el conjugado de la misma es proFIX.

En una faceta el polipéptido que contiene factor IX maduro es un hibrido de monémero dimero de FIX-Fc. También se
proporciona un hibrido de monémero-hibrido de FIX-Fc producido de acuerdo con el método de este aspecto del
contenido.

En una faceta la proFIX o el conjugado de la misma es una proFIX PEGilada.
En una faceta la proFIX o el conjugado de la misma es una proteina de fusién de proFIX-compafiero de unién de FcRn.

La fraseologia y terminologia usadas en este documento son con propositos de descripcion y no deben considerarse
limitantes. El uso de "que incluye", "que comprende" o "que tiene", "que contiene”, "que implica", y variaciones de las
mismas en este documento, se entiende que abarca los articulos enumerados después de ello y equivalentes de los

mismos, asi como articulos adicionales.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las figuras son Unicamente ilustrativas y no se requieren para la habilitacion del contenido divulgado en este
documento.

La figura 1 es un dibujo esquematico de prepro factor IX, que incluye los siguientes dominios: prepéptido
(PRE), propéptido (PRO), dominio Gla (GLA), dominio H (H), dominios EGF-B y EGF-A, péptido de activacién
y dominio catalitico. El factor IX maduro carece de los dominios de prepéptido y propéptido. El factor IX
activado maduro (factor 1Xa) ademas carece del péptido de activacién, y el dominio catalitico permanece
asociado con el dominio EGF-A a través de un enlace disulfuro.

La figura 2A es un dibujo esquematico de la estructura de un homodimero de FIX-Fc.
La figura 2B es un dibujo esquematico de la estructura de un hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc.

La figura 3 es un dibujo esquematico de PACE, PACE4, PC7 y PC5A (de la parte superior a la parte inferior,
respectivamente), que muestra los siguientes dominios: péptido sefial, propéptido, dominio catalitico similar
a subtilisina, dominio homo B, dominio rico en Cys y dominio transmembranario (solamente PACE y PC7).
Los porcentajes mostrados indican el porcentaje de identidad de aminoacidos con PACE dentro de cada
dominio correspondiente.

La figura 4 muestra transferencias de Western de FIX y propéptido FIX (SDS-PAGE reductor) de
inmunoprecipitaciones en proteina A de FIX-Fc de células de ovario de hamster chino (CHO) transfectadas
de forma transitoria, en solitario o con PACE-SOL, PC7-SOL, PC5 o KEX2-SOL.

La figura 5 muestra transferencias de Western de FIX y propéptido FIX y el correspondiente gel de SDS-
PAGE (todo en condiciones no reductoras) de proteinas purificadas con proteina A de células CHO
transfectadas de forma estable con FIX-Fc, Fc, y PACE-SOL o PC7-SOL. MWM, marcador de peso molecular.

La figura 6 muestra transferencias de Western de FIX y propéptido FIX (todo en condiciones no reductoras)
de inmunoprecipitaciones en proteina A de células CHO transfectadas de forma estable con FIX-Fc, Fcy PC5
(carriles 1-3), o células CHO transfectadas de forma estable con FIX-Fc en solitario (carril 4) o con PACE-
SOL (carril 5).

La figura 7 muestra transferencias de Western de FIX y propéptido FIX de inmunoprecipitaciones en proteina
A de células HEK 293 transfectadas de forma transitoria con FIX-Fc y Fc, sin enzima de procesamiento
(carriles 3, "-") o con PC5 (carriles 4-7) o PC7-SOL (carriles 8-11). El FIX-Fc¢ purificado de células CHO
transfectadas con (carriles 2) o sin (carriles 1) PACE-SOL se us6 como controles. Carriles 12, marcadores de
peso molecular.

La figura 8 muestra transferencias de Western de FIX (no reductor) y propéptido FIX (reductor) de
inmunoprecipitaciones en proteina A de dimero de FIX-Fc, hibrido de monémero-dimero (monémero), y Fc
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de células HEK 293 transfectadas de forma transitoria, con KEX2-SOL (carriles 3 y 4). El homodimero de
FIX-Fc purificado de células CHO transfectadas con (carril 2) o sin PACE (carril 1) se us6 como controles.

La figura 9 muestra transferencias de Western de FIX y propéptido FIX y el correspondiente gel de SDS-
PAGE (todo en condiciones no reductoras) de hibrido de monémero-dimero de FIX-F¢ purificado (monémero)
de células HEK 293 transfectadas de forma estable con FIX-Fc, Fc y PC5. El homodimero de FIX-Fc
purificado de células CHO transfectadas con PACE-SOL o PC7-SOL se us6 como controles.

La figura 10 muestra transferencias de Western de FIX y propéptido FIX (condiciones reductoras) de
inmunoprecipitaciones en proteina A de dimero de FIX-Fc, hibrido de monémero-dimero (monémero) y Fc de
células HEK 293 transfectadas de forma estable, en solitario (carriles 3 y 4) o con PC7-SOL (carriles 5 y 6).
El homodimero de FIX-Fc purificado de células CHO transfectadas con (carril 2) o sin (carril 1) PACE-SOL se
us6 como controles. Carril 7, patrones de peso molecular.

La figura 11 muestra los datos de cartografiado de péptidos que indican la presencia de proFIX-Fc en FIX-Fc
purificado producido en CHO sin ninguna enzima de procesamiento, y ausencia de proFIX-Fc de hibrido de
monoémero-dimero (monémero) de FIX-Fc purificado producido en HEK con PC5. TVFLDHENANKII,NRPKR,
SEQ ID NO:17; YGIYTK, SEQ ID NO:19.

La figura 12 muestra los datos de cartografiado de péptidos que indican la presencia de proFIX-Fc en FIX-Fc
purificado producido en CHO con PC7-SOL, y ausencia de proFIX-Fc de hibrido de monémero-dimero
(monoémero) de FIX-Fc purificado producido en HEK con PC5. TVFLDHENANKII,NRPKR, SEQ ID NO: 17;
YGIYTK, SEQ ID NO: 19.

La figura 13 muestra los datos de cartografiado de péptidos que indican la ausencia de propéptido de hibrido
de monémero-dimero (monémero) de FIX-Fc purificado producido en HEK con PC5 y de factor IX producido
en CHO en solitario. TVFLDHENANKILNRPKR, SEQ ID NO: 17; YGIYTK, SEQ ID NO: 19.

DESCRIPCION DETALLADA DEL CONTENIDO

El contenido se refiere al menos en parte a composiciones y métodos relacionados con PC5, Utiles para la preparacion
de FIXy conjugados de FIX, incluyendo proteinas de fusién de FIX. En determinadas facetas particulares, la PC5 es
PC5A y la proteina de fusion de FIX es un hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc, analizados a continuacién.

El contenido, en un aspecto, se refiere a una célula eucariética que incluye un primer vector de expresion que codifica
una proproteina de factor IX y un segundo vector de expresién que codifica un polipéptido PC5 funcional. Como se
usa en este documento, un polipéptido PC5 funcional se refiere a un polipéptido enzimaticamente activo que
comprende al menos un dominio homo B y un dominio catalitico similar a subtilisina de una proproteina convertasa
PC5. En una faceta, un polipéptido PC5 funcional se refiere a un polipéptido enzimaticamente activo que comprende
al menos un dominio homo B y un dominio catalitico similar a subtilisina de una proproteina convertasa PC5 humana.
En una faceta, un polipéptido PC5 funcional se refiere a un polipéptido enzimaticamente activo que comprende al
menos un dominio homo B y un dominio catalitico similar a subtilisina de una proproteina convertasa PC5, en donde
la PC5 funcional es PC5A. Como se menciona anteriormente, el isémero PC5A carece de un dominio
transmembranario. En contraste, un isémero PC5B incluye un dominio transmembranario C terminal. En una faceta,
un polipéptido PC5 funcional se refiere a un polipéptido enzimaticamente activo que comprende al menos un dominio
homo B y un dominio catalitico similar a subtilisina de una proproteina convertasa PC5, en donde la PC5 funcional es
PC5A humana.

Una secuencia de aminoacidos para PC5A humana se proporciona como el n.? de acceso a GenBank NP_006191
(reproducido como SEQ ID NO:1).



10

15

SEQ ID NO:1

MERGERCCCPR
WEIGOLIGALKD
BOSTYERIPK
LHGNYDALAS
GVRMLBGVT
RELGIVEVER
BGESYDEKTY
AGHLNARDRK
INSAVRSIYK
LYDHSMECFK
GPYSPIRRER
YKLEWNTRIT
VPHCPDGREYG
BCQPUHRECR
sLPCNGPaY
LOGLOCKICTY

Con referencia a SEQ ID NO:1, el péptido sefial de PC5 abarca los residuos aminoacidicos 1-32, el propéptido PC5
abarca los residuos aminoacidicos 33-114, y la proteina PC5 madura (que empieza con el dominio catalitico similar a
subtilisina) abarca los residuos aminoacidicos 115-913. En una faceta, un polipéptido PC5 funcional se refiere a un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos proporcionada como SEQ ID NO:1. En una faceta, un polipéptido
PC5 funcional se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos proporcionada como los residuos
aminoacidicos 33-913 de SEQ ID NO:1. En una faceta, un polipéptido PC5 funcional se refiere a un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos proporcionada como los residuos aminoacidicos 115-913 de SEQ ID NO:1.

Debido a la degeneracion del codigo genético, un polipéptido PC5A humano puede estar codificado por cualquier
secuencia de nucledtidos adecuada. En una faceta, una secuencia de nucleétidos para PC5A humana se proporciona
como los nucleétidos 478-3216 del n.° de acceso a GenBank NM_006200 (reproducido como SEQ ID NO:2). Esta

GSRLDLLIVLA
YYREYHSRTY
WPSHWYHBRCS
CIVNGNDLDR
DMV EAKSVSYE
SGHGGEREKOH
TTDLRQRCTD
TRAAGFRVSH
ESGCADMPRR
NWEFMTIHCH
KYERFRYSRY
VERUEPGHYR
DTKERLURKC
TCAGAGARGC
KRCTSCRSGY
3021

LLGGOLLY VS
KRSV ISSREGT
DRTHECOST
HERYOASNEN
NPOHVEIYSA
CSURGYTNST
HHTGTIASAS
LYGFGLMDAR
HYNYLERVYY
GERBAGINVL
EOPTDOYSTE
ADKERCRECA
SENCKTOPEF
INUTEQYEME
LLDLGMCONE

secuencia codifica SEQ ID NO:1 anterior.
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RERVYTRIWA
HEFTSNEPHEY
NI EGARKRGY
KHGTRTAGEY
SWERDIDGHT
YTISISSTAR
MARGI TALAL
AMUNEARKAT
RITITHERRG
RVYDTFSQLR
DYBGEPFCUPEC
PNCESCFGSR
HNCTECRDGL
DEREVOSCST
ATCKDATEES

VEKIAGGEPER
EWIQOOWVKE
TOKRIVYTLL
ARAANNSHCT
COEEAPLTED
SGEEPWYLER
EANPEFLIWRED
TYERDEVOVE
DLAIYifsﬁs
RFKTPGRLKE
SEVGUDGPGR
GDOUMSURYG
BLOGRRCAVSE
SYYPDHSSEN
WARGGFOMLY

NRIZSKYIGET
RYKRUYDPFSR
DRCIERTHPD
VGIATNAKIS
AFENGVEMER
CSSTLATEYS
VQHVIVRTSR
STOROIKTIR
GTREQLLANR
WELVLYGESY
DHOWDOLAYY
YFLREETRSC
CEDGRYFNGD
GYRSCKRODI
KKNRLOQREY

680
132G
180
2490
3a8
360
420
480
S40
&00
&ED
F20
T80
840
804
313



SEQ D NO2

atgggotgyg
crgeteageg
ghoasaatoy
FRCRTAYIBC
aaaaggcay
gaatggatsa
gongaghora
FacaJLaca
augygaRayga
ctgétgcaaa
atgactagtt
goeageosgetyg
ggagtgcgaa
BROCCUCHGE
gtggacygygas
agagygnctay
tgeteotgtyg
sgoggaaaga
agegygIRqgl
AROTITACTY
GRAGUCARLE
gegggasstrt
ctuvatggat
accaltacce
coctaasagty
QBtgloaset
gacciggcca
oratttgate
JRAGARAGEY
agctttasga
cagooatats
gasgaceoca
agtgagytty

tagaagctga.

YUOgaATBaGE
gotgaracaat
gttastoact
aghgaazact
aguotycagy
gachgooage
attagetgoea
agetatiact
agttgtttga
shottagict
tygyeggaay
otinaaeage

ggagoegotg
gotgorhgot
cogggagett
agataggyge
tratotogayg
aacagcaagt
cotariioas
HEQOOE OIS
acattygiggt
aTLiCYRLYS
atgatgeaayg
caazcsatne
tgatygacyy
acgigeasat
cagotestet
goetehgigtt
atggotaca
aacchttggta
Qotasgataa
guacghoags
agtttotgac
tgracgetas
teggactgat
ggoageacgt
cagtgegeha
’Rectygagoa
tobacctgac
actocatgya
chgotgykga
ctecagghas
CRCCIATCRA
cagacgacty
getgtgacyy
AgAaBCcIaLAN

agegetgeay
geatytosty
goesotgatay
goagganarg
gateotgyty
fotal e ledat-Tolates
cagagggota
ttgantacts
cgtgoaatigg
taggaatgty
gaggothety
Ltigatgoas

ctgotgooeg
cooayigtyt
SECHGRIQST
[adag ke £50cTe 0 t2 54
CRFRGYYRQS
gutsanasagy
tgatepcaag
gretgasaty
vachatecty
Longgoaagt
CBACYSARAG
GgoRotgoase
agatgtoacy
thacagogeo
CARCCSGYCAA
gt Ligggoa
caALagoate
cotggargay
gaagatoate
gtoagianee
Shgoagagas
tgactogasa
Lefe Rt 1o %1
glgtgtggay
catetacaas
sygtogttgly
ctageaetan
agyaticasa
ctgggtoctt
artgayzsgan
Ltgaatbtoesy
LQUCAcaYag
QOCAGYRCTS
caggasctgt

gaaghgtgae
casatatgga
greatakoay
tackgaatto
atobgtoteo
ctictgogoe
cticatggag
Licagagaat
conaggRLLe
teaaatggya
tabgetigty

aacatgtaca

ES 2987 558 T3

gacgitigy
CggaceFoy
aaceglatag
tactarscact
pacagtiios
LY CHAARYS
Lggecoagon
BATATEFRAY
gatgacygas
Ltgogacgtyga
aageatygga
grogyaatty
gacatygthyg
agoeigggges
qaobtrigasa
torggaaaty
tacacealct
tgtteatocsa
astacagatce
abggetaag
qiacaqcatg
aresatgetg
geoatgglga
agoaCaAGRos
goticagyot
oA ETAEGR
guadctaggt
asetgggagt
gaagtttaty
LQgterttgy
araghgosac
gatratgonay
gacesctgoa
gtotacaget

cooaactytg

tacteoetgs-

GRALROCRAGS
cataactygrs
tatgaagaty
acttgbgoby
gatgggagat
gustasaaat
A[asGASCLgiR
GoCatLiges
asaI3agaRcy

Lrooasggs

acotgotghg
LCLACRCORR
Seagnasgla
teracaatay
trrocaatgys
gugattatgn
tgtgatatat
gagoeotyggaa
LEgRGAGABLY
atgggastya
ctogorgtge
ctitosaoyga
AFJTRARALC
Lggatganga
acggogttag
gtggasgysyg
coatcagoag
cgolgganac
LORGHCAGCY
geateattyn
ttattgtoag
ctggtittan
togRgyCaga
gacagatcaa
getoggataa
toacoorece
choagetind
toatgaceal
atactooete
tectotacgy
ggttesguta
gtoookgaga
atgactgtos
qccccaé&gg

aghootgolt
ALYRRGAZET
aaaabtotity
cagratgtay
gaoggtattt
xg¥vaggaye
aegigtagey
CCEGOCRRRAR
cadgohgoos
agyatyoasa
atoigtgoos

cgtgotggey
Do Yt delnie
aggaticata
caggangatt
RoCAREGILY
atteagtogt
goRastgeagh
gagaggetac
ceatooagat
ctiggacosa
tggagaagly
caagategyga
agttagetic
tggoaagact
R}ATHFIGCYY
CARSYROCTAD
cactgaagas
zacckacage
Lhgoaoggac

gotggeenty

gactLeongi
gt ygagesat
Jaaygtggscy
gataatoogs
SEICRACAGT
caggagagya
ggoCasTage
Toattgetgy
L oagotasgy
caectecat
tagicyagh e
onotgsghgo
gaactagtan

cid nliaecas

tgggagoecat
cgacagelgh
coggaartge
gaatggobta
LRACTGYDEAY
tyatgggtge
ctytagtate
atghgatate
tagtggghat
ggaagaglos
acggaaggt

La secuencia de nucleotidos que codifica el polipéptido PC5 puede contener sustituciones que no afectan a la
secuencia de aminoacidos. En una faceta, el nucledtido en la posicién 876 del n.° de acceso a GenBank NM_006200
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puede remplazarse por timidina (T) en lugar de citidina (C), pero conservar el aminoacido Ser 133 (correspondiente a
la numeracion de aminoacidos en el n.° de acceso a GenBank NP_006191). En una faceta, el nucledétido en la posicion
1950 del n.° de acceso a GenBank NM_006200 puede remplazarse por citidina (C) en lugar de timidina (T), pero
conservar el aminoacido Ala 491. Obsérvese que este cambio nucleotidico en la posicion 1950 elimina un sitio de
restriccion de Hindlll. En una faceta, el nucledétido en la posicion 1962 del n.° de acceso a GenBank NM_006200 puede
remplazarse por adenina (A) en lugar de guanosina (G), pero conservar €l aminoacido Ser 496. En una faceta, la
secuencia de nucledtidos que codifica PC5 es como se proporciona a continuacién en el ejemplo 3. En facetas
adicionales, puede estar presente cualquier combinacién de las sustituciones mencionadas anteriormente. En otras
facetas adicionales mas, también se contemplan tipos similares de sustituciones por el contenido y estan dentro de
las habilidades de los expertos en la materia prepararlas y usarlas en la préactica del contenido.

La secuencia de PC5 también puede contener otros cambios no codificantes a nivel de nucleétidos que pueden
encontrarse en la base de datos de SNP. Por ejemplo, en diversas facetas, Leu 16 puede tener una adenina (A) en
lugar de una guanosina (G) en la posicion del coddn 3; Cys 30 puede tener una citosina (C) en lugar de una timidina
(T) en la posicidon del codén 3; Thr 385 puede tener una adenina (A) en lugar de una guanosina (G) en la posicion del
coddn 3; Ser 495 puede tener una adenina (A) en lugar de una guanosina (G) en la posicidén del codén 3; Pro 623
puede tener una timidina (T) en lugar de una citosina (C) en la posicién del coddn 3; Cys 767 puede tener una timidina
(T) en lugar de una citosina (C) en la posicidén del codén 3; y cualquier combinacidn de las mismas. Estos ejemplos no
pretenden seer limitantes de ninguna manera.

Como se usa en este documento, una proproteina de factor X (proFIX) se refiere a cualquier polipéptido de factor IX
que incluye al menos un propéptido de factor IX, un dominio Gla y un dominio catalitico de factor IX. El propéptido de
factor IX esta colocado N terminal adyacente al dominio Gla. En una faceta, la proproteina de factor IX incluye ademas
un prepéptido (secuencia sefial) N terminal al propéptido. En una faceta, la proproteina de factor IX es una proproteina
de un factor IX humano. Una proproteina de factor IX humano, en una faceta, tiene una secuencia de aminoacidos
proporcionada como el n.° de acceso a GenBank NP_000124, reproducido a continuacion como SEQ ID NO:3. En
esta secuencia, los residuos aminoacidicos 1-28 representan un prepéptido (secuencia sefial); los residuos
aminoacidicos 29-46 representan un propéptido; los residuos aminoacidicos 47-86 representan un dominio Gla que
contiene doce residuos de acido glutamico; los residuos aminoacidicos 191-226 representan un péptido de activacion;
y los residuos aminoacidicos 227-461 representan un dominio catalitico. El péptido de activacién se escinde por el
factor Xla para producir una cadena pesada y una cadena ligera que se asocian covalentemente por uno o mas
enlaces disulfuro. Debe apreciarse que, en una faceta, la treonina en el aminoacido 194 en SEQ ID NO:3 puede
remplazarse por una alanina.

SEQID NG3

MORVHMIMAE SPELITICLL SYLLIAECTV FLOHENANKY LMNBPKRYNSG KIEEFVQGRL €0
ERECMEEKCE FEERRREVEEN TERTTEFWKDG YVOGDQUESH PULNGHSOKD DINRYROWCE 120
TCERGENCEL DVTCHIKNGR CEQFCHHSAD NRVVCSOTER YRLAENQKSC EPAVEFPECGR 180
YSVEQTSKLT RAETVEERQUVD YV&éTEAETI LORITOSTRS FQDFTRVVGG EDAKPGOEPW ‘240
QUYLKGEVDR FUSGSIVHEE FIVTARHCVE TEVKITVVAG EHMIEBRTEHY BOKRMVIRXY 3080
PHERNYNABIN KYNHDIALLE LDEPLVINSY VIRICIADKE YINIFLHFGS CYVSGWCRYEP 260
HEGREALVLY YLBVPLVDRA TCLRETKFTI YNNMFCRGHH EGGROSCHED SGCEPHVIEVE 320
GESFLTEIXS WOBLCAMKGK YGIYTKVERY VHWIKEKIKL T 363

Debido a la degeneracidon del cddigo genético, una proproteina de factor IX humano puede estar codificada por
cualquier secuencia de nucleotidos adecuada. En una faceta, una secuencia de nucleotidos que codifica una
proproteina de factor IX humano se proporciona como los nucleétidos 30-1412 del n.° de acceso a GenBank
NM_000133, reproducido a continuaciéon como SEQ ID NO:4. Esta secuencia codifica SEQ ID NO:3 anterior.
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atgragogeg
ggatatetan
clgasbogge
yagagagaat
actgasas gas
coatythtas
vrtggatiiyg
targagosgt
tategacetg
gtitatgétt
tangtaasatt
thtaatgact
naggbtgttt
tggatigtas
gaagatasbs
acheanesca
cigyacgaads
tasangaaca
cRUARAPERR
agatgtotie
gaaggaguta
gugscoagtt
‘tatgoaatat

tgzacatgay
roaghgotge
cRaagIgRta
gtatggaaga
caachgaatt
atggogyrsy
ARGYNRBGFAK
LErgtazasa
cagarzacea
catagachee
CERSLYRIGE
Losotogugh
tgratgytaa
ctgotgoocsa
tLtgagyagas
actacaatyge
cottaghget
bettootoaa
gateagotie
gatotamads
gagattcaly
tettaactyg

atacwasggl

catggeagas
atghacagti
taattoaggl
azagtgtagt
Teggaaguag
trgeaaggat
argtgaatia
tagtgetgat
gaagloatgl
taagetoace
tgaaacoate
tgttagtgga
aFrtgatgea
ctgbgttgaa
agmacatacy
agotattaat
azzcEgeLag
arttggatet
agrtrokivag
gttuacoate
Lcasgygsgat
zatiattage

ateooggtat
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TErGQaggn
trtotigate
aa3Lrggasy
tibgaagaay
ratgtigaty
gacatiastt
gatgbaacat
aacaagybagy
FRACCRFCRYG
cgtgctgaga
Thggataawa
gazgatgoea
CLCCGL QAT
actggtgtta
gRGLARREGT
aagtagason
gtiagaccta
gyctatgtas
tacottagag
tataacaaca
aglaggggas
tagggtgaag
gtessctygs

tcatuaccat
atgaaglrcge
sgbtigitos
cacgagaaglt
gagstoagty
wetatgaaty
gtaacatiaa
thigotocty
tgouatiing
astgtttitow
teactearag
2KROCagILes
gototatogt
aaattacagt
gqaaatghyat
atgacatbge
rtigoatige
SRggoteeey
thooactbge
tgttotgtas
cucatgttas
agtgtgoaat

thaaggaaan

ctgcotiita
caacasaatl
agggsaceit
ttrlgrasas
tgagtoeast
trggtgtone
gaatggusga
Laotgagugs
atgtggazga
tgatgtyggan
cacceratca
attopettgg
taatgaasasz
tgtogeagyt
tugaatialt
settoiggas
Ltgacasgyas
aagagrobto
tgacegagac
tggottosat
tgasgrggaa
FaaRGYURER

aavasagere

ack

Como se usa en este documento, polipéptido se refiere a un polimero de aminoéacidos y no se refiere a una longitud
especifica del polimero; por tanto, se incluyen péptidos, oligopéptidos y proteinas dentro de la definicién de polipéptido.
En una faceta, un polipéptido es un polipéptido monocatenario. Como se usa en este documento, una proteina puede
ser un polipéptido monocatenario o puede incluir mas de un polipéptido monocatenario. También como se usa en este
documento, el término polipéptido puede incluir polipéptidos que tienen una o mas modificaciones posexpresion, por
ejemplo, glucosilacion, acetilacion, fosforilacion, pegilacion, adicion de un resto lipidico o la adicién de cualquier
molécula organico o inorganica. Los aminoacidos incluyen especificamente, aunque sin limitacién, los denominados
aminoacidos de origen natural comunes. Estos incluyen alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptéfano, tirosina y valina. Dentro de la definicién de polipéptido se incluyen, por ejemplo, polipéptidos que contienen
uno o mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales) y polipéptidos con enlaces
sustituidos, asi como otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto de origen natural como de origen no natural.
En una faceta, un polipéptido es una proteina de fusion.

Pueden hacerse diversos cambios en las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos y proteinas 0 componentes
de las mismas del contenido, o las correspondientes secuencias de ADN que codifican dichos polipéptidos y proteinas,
sin pérdida apreciable de su actividad bioldgica, funcién o utilidad. Derivados, analogos o mutantes resultantes de
dichos cambios y el uso de dichos derivados estan dentro del alcance del presente contenido.

Como apreciaran los expertos en la materia, los sustitutos para un aminoacido pueden seleccionarse de otros
miembros de una clase a la que pertenece el aminoacido (véase, por ejemplo, la tabla 1). Ademas, diversos
aminoacidos se sustituyen comunmente con aminoacidos neutros, por ejemplo, alanina, leucina, isoleucina, valina,
prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina. Véase, por ejemplo, MacLennan DH et al., Acta Physiol Scand Suppl.
643:55-67 (1988); Sasaki N ef al., Adv Biophys. 35:1-24 (1998).

{ Sustitucion tipica

Sustituciones ejemplares
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Sustituciones ejemplares | Sustitucion tipica

Gin {GIn

Ser, Ala

Asn

................................................................................................................................................................................................................................................

iPro, Ala

{Asn, GIn, Lys, Arg

................................................................................................................................................................................................................................................

iLeu, Val, Met, Ala, Phe, norleucina

Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe

\Leu, Val, lle, Ala, Tyr

‘Ala
ThrAlaCys ............................................................
§Ser éSer
§Tyr, Phe §Tyr
§Trp, Phe, Thr, Ser éPhe

\lle, Met, Leu, Phe, Ala, norleucina iLeu

Una proteina de fusioén, como se usa en este documento, se refiere a una proteina de fusién recombinante que abarca
al menos dos polipéptidos heterdlogos. Una proteina de fusién recombinante se refiere a una proteina codificada por
una sola secuencia de nucleétidos derivada de al menos dos secuencias de nucledtidos heterélogas unidas
covalentemente entre si, de modo que la secuencia codificante de cada secuencia de nucleétidos componente se
traduzca en su pauta de lectura apropiada. Los métodos generales para preparar construcciones de ADN
recombinante son bien conocidos en la técnica. Como se divulga a continuacién, una proteina de fusién es un tipo de
conjugado como se usa en este documento. Las proteinas de fusién, en una faceta, pueden modificarse opcionalmente
para que incluyan uno o mas glucidos u otros restos no proteinicos.

Como se describe en mayor detalle a continuacion, una proteina de fusién puede incluir opcionalmente un resto
conector entre cualquiera de las secuencias de amino&cidos componentes. El resto conector opcional puede incluir,
pero no necesariamente, uno 0 mas aminoacidos. En una faceta, el resto conector opcional es un péptido de al menos
dos residuos aminoacidicos de longitud.

Las proteinas de fusion del contenido en general incluyen proteinas de fusion de proFIX. En una faceta, la proteina de
fusion de proFIX es una proteina de fusion de proFIX-albumina. Una proteina de fusién de proFIX-albimina, como se
usa en este documento, se refiere a una proteina de fusién que incluye un polipéptido proFIX unido covalentemente a
albumina. El polipéptido proFIX puede fusionarse en el extremo N terminal de un polipéptido de albimina o en el
extremo C terminal de un polipéptido de albimina, con la condicién de que el componente proFIX de la proteina de
fusion de proFIX-albumina pueda procesarse mediante PC5 enzimaticamente activa para producir un polipéptido que
contiene FIX maduro, como se describe en este documento. En una faceta, el polipéptido proFIX es un polipéptido
proFIX humano y el polipéptido de albimina es un polipéptido de alblimina humana.

En otra faceta, la proteina de fusién de proFIX es una proteina de fusién de proFIX-transferrina. Una proteina de fusién
de proFIX-transferrina, como se usa en este documento, se refiere a una proteina de fusién que incluye un polipéptido
proFIX unido covalentemente a transferrina. El polipéptido proFIX puede fusionarse en el extremo N terminal de un
polipéptido transferrina o en el extremo C terminal de un polipéptido transferrina, con la condicién de que el
componente proFIX de la proteina de fusion de proFIX-transferrina pueda procesarse mediante PC5 enzimaticamente
activa para producir un polipéptido que contiene FIX maduro, como se describe en este documento. En una faceta, el
polipéptido proFIX es un polipéptido proFIX humano y el polipéptido de transferrina es un polipéptido de transferrina
humana.

Las proteinas de fusién de proFIX presentadas del contenido incluyen proteinas de fusién de proFIX que pueden
unirse especificamente por un receptor de Fc neonatal (FCRn). Estas proteinas de fusion de proFIX presentadas
incluyen una proteina de fusién de proFIX-compafiero de uniéon de FcRn, una proteina de fusién de proFIX-Fc, un
homodimero de proFIX-Fc y un hibrido de monémero-dimero de proFIX-Fc (véase, por ejemplo, la figura 2).
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Como se usa en este documento, FcRn o, de forma equivalente, receptor FCRn, se refiere a receptor de Fc neonatal.
FcRn se describié por primer vez como un receptor de enterocitos para IgG en ratas y ratones neonatales. Este
receptor se une a la parte Fc de inmunoglobulina G (IgG) y transporta la 1IgG por transcitosis en una direccidén de
luminal a serosa, es decir, desde la luz del intestino hasta el intersticio, en un proceso que se cree que es responsable
del suministro de IgG materna al neonato. El transporte mediado por FcRn de IgG se cree que es subyacente a la
adquisicion pasiva de 1gG durante el periodo de lactancia del recién nacido. Posteriormente se descubrié que FcRn
se expresa ampliamente en multiples tipos de epitelios humanos, no solamente en recién nacidos, sino también en
adultos. El FcRn ha sido la base de la administracion sistémica de varias moléculas proporcionadas como conjugados
con compafieros de uniéon de FcRn. Véanse las patentes de Estados Unidos n.° 6.030.613, 6.086.875y 6.485.726, y
la solicitud de patente internacional publicada WO 03/077834.

El FcRn ahora esta bien caracterizado. El FcRn se ha aislado para varias especies de mamiferos, incluyendo seres
humanos. Las secuencias de las moléculas FcRn humana, de rata y de ratéon pueden encontrarse, por ejemplo, en
Story CM et al. (1994) J Exp Med. 180:2377-81. El FcRn se une a IgG (pero no a otras clases de inmunoglobulina
tales como IgA, IgD, IgM e IgE) a un pH relativamente menor, transporta activamente la IgG de forma transcelular en
una direccién luminal a serosa, y después libera la IgG al un pH relativamente mas alto encontrado en los liquidos
intersticiales. Como reconoceran los expertos en la materia, el FcRn puede aislarse por clonacidon o purificacion por
afinidad usando, por ejemplo, anticuerpos monoclonales. Dicho FcRn aislado entonces puede usarse para identificar
y aislar compafieros de unidén de FcRn.

Como se usa en este documento, un compafiero de unién de FcRn significa cualquier entidad que pueda unirse
especificamente por un FcRn. El compafiero de unién de FcRn, en determinadas facetas, puede incluir, aunque sin
limitacion, IgG completa, un fragmento Fc de IgG y otros fragmentos de IgG que incluyen la regidn de unidn completa
para el FcRn. la region de la parte Fc de IgG que se une al FcRn se ha descrito en funcidn de la cristalografia de rayos
X (Burmeister WP et al., Nature 372:379-83 (1994)). El area de contacto principal de Fc con el FcRn esta cerca de la
unién de los dominios CH2 y CH3. Siguiendo la convencién de numeracién para aminoacidos basada en Kabat et al.
(Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda, MD, 1991), contactos
potenciales son los residuos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311y 314 en CH2 y 385-387, 428 y 433-436
en CH3. Estos sitios son distintos de los identificados por comparacién de subclases 0 por mutagénesis dirigida al sitio
como importantes para la unién de Fc a FcyRI y FcyRIl de leucocitos. Los contactos de Fc - FcRn anteriores estan
todos dentro de una sola cadena pesada de Ig. Se ha observado previamente que dos FCcRn pueden unirse a una sola
molécula Fc (homodimérica). Los datos de cristalografia sugieren que, en dicho complejo, cada molécula de FcRn se
una a un solo polipéptido del compafiero de union de FcRn de homodimero de Fc. Por tanto, en una faceta, un
fragmento de 1gG que incluye la regién de unién completa para el FcRn incluye al menos el area de contacto principal
de Fc con el FcRn cerca de la unién de los dominios CH2 y CH3.

En una faceta, un compafiero de unién de FcRn es un compafiero de union de FcRn distinto de IgG completa. En una
faceta, un compafiero de unién de FcRn es un compafiero de unién de FcRn distinto de IgG humana completa.

En una faceta, un compafiero de union de FcRn es un fragmento Fc de IgG. Excepto que se especifique de otro modo
en este documento, un fragmento Fc de IgG es un homodimero de fragmentos polipeptidicos de la cadena pesada de
19G (es decir, polipéptidos Fc) que, cuando se asocian, constituyen conjuntamente un fragmento de IgG completa que
incluye los dominios de bisagra, CH2 y CH3 de IgG. Un fragmento Fc de IgG corresponde a un fragmento proteolitico
de 1gG que contiene solamente las regiones del extremo carboxilico unidas por disulfuro de las dos cadenas pesadas
de IgG. Los fragmentos Fc de IgG median funciones efectoras al unirse a determinados receptores de Fc y la proteina
del complemento C1q, y tienen que distinguirse de los fragmentos Fab de unidn a antigeno de IgG. En una faceta, un
compafiero de unién de FcRn es un fragmento Fc de una IgG humana, es decir, un Fc gamma humano. En una faceta
particular, un compafiero de unién de FcRn es un fragmento Fc de una IgG1 humana (es decir, Fcy1). En una faceta,
cada polipéptido de un fragmento Fc (es decir, cada polipéptido Fc) de una IgG humana tiene una secuencia de
aminoé&cidos como se proporciona por SEQ ID NO:5, correspondiente a los numeros de residuos aminoacidicos de
Kabat 221-447.

SEQ IDNOS

DKTHTCPPCR APELLGGESYV FLEPPKPKDT LMISRIPEVE CVVVDVSHED PEVKENWYVD  6C
GEVEVANAKTK PREEQYNSTY RVVEVLTVEH QDWLNMGKEVE CKVSNKALEPR FIEKTISKRK 120
GUPREFQVYY LPPSRDELTK ROVSLICLYK GFYPSDIAVE WESRGQPENR YKTTPRVLDS 180
DGSEELYSKE TUDKSRWODG NYPSCSYMHE ALENKYTOKS LSLEPGK 227

En una faceta, un acido nucleico que codifica un polipéptido Fc de IgG1 humana tiene una secuencia proporcionada
por el n.° de acceso a GenBank Y14735 (SEQ ID NO:62):
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SEQ ID NO:62

gacaasaanto
tiootatioa
tgugtagiay
ggeghggagy
catgtggtsa
tgcaaggton
QEUCAGODT
aaooaygtca
Lyagagago
gacgyeoruct
ascguotiot

RLATATYOE
CCoTARIACT
tygaogltgay
tgoataatge
gegtegtcan

craagarage oo

gagaaccana
goctgacaty
RALGEYCRYLC
tottootoba

catgoteoegt

anugtguoca
for-Fete L - Tor Bolod
CUACGARGET
Cadgacssay
sgrectgean
LG ECAGOS
gatgtataocy
aohggtoasa
GYEAGRRCHAC
Cageargote
gatguatgag
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goacotgaae
cteatgatet
cetgagglioy
cogsgggagy
gaggachiyge
coeatogaya
chgeooeoat
ggchtotata
tacarganca
atogtggaca

gutatgeaca

toctgagoan
COLUYGACLOR
aghlcaachy
agoagtacas
rgaatggeaa
azaccatate
cooggygatga
pragoagasat
Lede {eal afeiofod §
agagtegaty
acoastacac

acegtoagto
tgaggtonca
Fgracghggac
cageacgtas
gyagtacuag
cRgagooaag
gotygagaaay
wgecgtagyay
grliggasnae
geageaggyy
guagragago

ctotoockgh ctoogagtaa 3

La secuencia de nucleotidos del polipéptido Fc puede modificarse para que incorpore o elimine sitios para
endonucleasas de restriccidon, mientras se conserva la secuencia de aminoéacidos. En una faceta, los codones para
A231, P232 y E233 se modifican de GCA, CCT, GAA a GCT, CCG, GAA para incorporar un sitio de restriccion BspEl
sin alterar la secuencia de aminoacidos expresada. En otra faceta, los codones para G236, G237 y P238 se modifican
de GGG, GGA, CCGa GGC, GGA, CCG para incorporar un sitio de restriccién Rsrll mientras se conserva la secuencia
de aminoacidos.

Un polipéptido Fc de IgG puede modificarse de acuerdo con procedimientos bien reconocidos, tales como mutagénesis
dirigida al sitio y similares para producir IgG modificada o fragmentos Fc o partes de los mismos que se uniran por
FcRn. Dichas modificaciones incluyen modificaciones lejos de los sitios de contacto de FcRn, asi como modificaciones
dentro de los sitios de contacto que conservan o incluso potencian la unién al FcRn. Por ejemplo, los siguientes
residuos aminoacidicos individuales (convencién de numeracion de Kabat) en Fc de 1gG1 humana (Fcy1) pueden
sustituirse sin pérdida significativa de afinidad de unién de Fc por FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A,
M252A, T256A, E258A, T260A, D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A,
V282A, E283A, H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F,
R301A, V303A, V305A, T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A, K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A,
A327Q, P329A, A330Q, P331A, E333A, K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A,
R355A, E356A, M358A, T359A, K360A, N361A, Q362A, Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A,
N384A, Q386A, E388A, N389A, N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A,
Q419A, N421A, VA422A, S424A, E430A, N434A, T437A, Q438A, K439A, S440A, S444Ay K447A, donde, por ejemplo,
P238A representa prolina natural sustituida por alanina en el nimero de posicion 238. Como un ejemplo, una faceta
especifica incorpora la mutacién N297A, que elimina el sitio de N-glucosilacién altamente conservado. Ademas de
alanina, pueden sustituirse otros aminoacidos en el lugar de aminoacidos naturales en las posiciones especificadas
anteriormente. Pueden introducirse mutaciones individualmente en Fc dando lugar a mas de cien compafieros de
unién de FcRn distintos de Fc natural. Ademas, pueden introducirse conjuntamente combinaciones de dos, tres 0 mas
de estas mutaciones individuales, dando lugar a cientos mas de compafieros de unién de FcRn. Ademas, uno de los
polinucleétidos de un fragmento Fc dimérico u otro compafiero de union de FcRn dimérico puede incluir una mutacion,
mientras los otros no, o ambos pueden mutarse, pero con diferentes mutaciones. Cualquiera de las mutaciones
descritas en este documento, incluyendo N297A, puede usarse para modificar Fc.

Determinadas mutaciones anteriores pueden conferir nueva funcionalidad en el compafiero de unién de FcRn. Por
ejemplo, una faceta incorpora N297A, que elimina un sitio de N-glucosilacidon altamente conservado. El posible efecto
de esta mutacion es reducir la inmunogenia, potenciando de ese modo la semivida en circulacién del compafiero de
unién de FcRn, y hacer que el compafiero de union de FcRn sea incapaz de unirse a otros receptores de Fc, incluyendo
FcyRI, FeyRIIA, FeyRIIBy FeyRIIIA, sin comprometer la afinidad por FcRn. Routledge EG et al. (1995) Transplantation
60:847-53; Friend PJ et al. (1999) Transplantation 68:1632-7; Shields RL et al. (1995) J Biol Chem 276:6591-604.
Como ejemplo adicional de la nueva funcionalidad que surge de las mutaciones descritas anteriormente, puede
aumentarse la afinidad por FcRn mas alla de la natural en algunos casos. Esta afinidad aumentada puede reflejar un
tasa "de asociacion" aumentada, un tasa de "disociacion” disminuida, o tanto una tasa "de asociacién" aumentada
como una tasa de "disociacion" disminuida. Las mutaciones que se ha informado que confieren una afinidad
aumentada por FcRn incluyen T256A, T307A, E380Ay N434A. Shields et al. (2001) J Biol Chem 276:6591.

Ademas, al menos tres receptores de Fc gamma humanos parecen reconocer un sitio de unién en IgG dentro de la
region de bisagra inferior, en general los aminoacidos 234-237. Por lo tanto, otro ejemplo de la nueva funcionalidad y
la posible inmunogenia disminuida puede surgir de mutaciones en esta region, como, por ejemplo, remplazando los
aminodacidos 233-236 de I1gG1 humana (ELLG; SEQ ID NO: 6) en la secuencia correspondiente de 1gG2 (PVA, con
eliminacion de un aminoéacido). Se ha informado de que FcyRI, FcyRIl y FeyRIll, que median diversas funciones
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efectoras, no se uniran a IgG1 cuando se hayan introducido dichas mutaciones. Ward ES et al. (1995) Ther Immunol
2:77-94; Armour KL et al. (1999) Eur J Immunol 29:2613-24.

Como se usa en este documento, una proteina de fusién de proFIX-compafiero de union de FcRn se refiere a una
proteina de fusiéon que incluye un polipéptido proFIX unido covalentemente a un polipéptido compariero de unién de
FcRn. El componente de polipéptido proFIX puede procesarse por PC5 para producir una forma madura de FIX que,
a su vez, puede activarse por factor Xla para producir un polipéptido FIXa activado. El componente de polipéptido
compariero de unién de FcRn puede ser cualquier polipéptido adecuado que pueda unirse especificamente por FcRn.
En determinadas facetas, el polipéptido compariero de unién de FcRn es un polipéptido Fc de IgG o un polipéptido Fc
de una IgG humana. La unién entre el componente de polipéptido proFIX y el componente de polipéptido compafiero
de union de FcRn puede ser directa o puede ser indirecta mediante un conector.

Como se usa en este documento, una proteina de fusién de proFIX-Fc se refiere a una proteina de fusién que incluye
un polipéptido proFIX unido covalentemente a un polipéptido Fc. El componente de polipéptido proFIX puede
procesarse por PC5 para producir una forma madura de FIX que, a su vez, puede activarse por factor Xla para producir
un polipéptido FIXa activado. El componente de polipéptido Fc puede ser cualquier polipéptido Fc adecuado que pueda
unirse especificamente por FcRn. En determinadas facetas, el polipéptido Fc es un polipéptido Fc de IgG o un
polipéptido Fc de una IgG humana. La unién entre el componente de polipéptido proFIX y el componente de polipéptido
Fc puede ser directa o puede ser indirecta mediante un conector.

Las proteinas de fusién del contenido pueden incluir diversas estructuras diméricas formadas a través de dimerizacién
de polipéptidos idénticos o no idénticos. Por tanto, las proteinas de fusion diméricas del contenido pueden incluir
homodimeros y heterodimeros. En una faceta, la proteina de fusién del contenido comprende una primera cadena
polipeptidica que comprende al menos un primer dominio, teniendo dicho primer dominio al menos un compafiero de
unién especifico, y una segunda cadena polipeptidica que comprende al menos un segundo dominio, en donde dicho
segundo dominio es un compariero de union especifico de dicho primer dominio. La proteina de fusién, por tanto,
comprende un polipéptido que puede dimerizar con otro polipéptido debido a la interaccion del primer dominio y el
segundo dominio. Los métodos de dimerizacion de anticuerpos usando dominios heterélogos son conocidos en la
técnica. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5.807.706 y 5.910.573; Kostelny et al. (1992) J
Immunol 148:1547.

La dimerizacion puede producirse por la formacion de un enlace covalente, o como alternativa un enlace no covalente,
por ejemplo, interaccion hidréfoba, fuerzas de Van der Waals, interdigitacion de péptidos anfifilos tales como, aunque
sin limitacién, hélices alfa, interacciones entre cargas de aminoacidos que portan cargas opuestas, tales como, aunque
sin limitacion, lisina y acido aspartico, arginina y acido glutdamico. En una faceta, la dimerizacién implica un haz de
hélices que comprende una hélice, un giro y otra hélice. En otra faceta, la dimerizacién implica una cremallera de
leucina que comprende un péptido que tiene varios aminoacidos repetitivos en que cada séptimo aminoacido es un
residuo de leucina. En una faceta, los comparfieros de unién especificos son Fos y Jun. Véase, Branden et al. (1991)
Introduction to Protein Structure, Garland Publishing, Nueva York.

En otra faceta, la dimerizacion esta mediada por un enlace quimico (véase, por ejemplo, Brennan et al. (1985) Science
229:81). En esta faceta, inmunoglobulinas intactas, o proteinas de fusién compuestas de al menos una parte de una
region constante de inmunoglobulina, se escinden para generar fragmentos de la cadena pesada. Estos fragmentos
se reducen en presencia de un agente formador de complejos con ditiol, tal como arsenito de sodio para estabilizar
los ditioles adyacentes y evitar la formacion de disulfuro intermolecular. Los fragmentos asi generados entonces se
convierten en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados de TNB se vuelve a convertir entonces en el
fragmento de la cadena pesada tiol por reduccién con un agente reductor tal como mercaptoetilamina y entonces se
mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado de TNB para formar un dimero.

Como se usa en este documento, un homodimero de proFIX-Fc se refiere a un dimero unido covalente o no
covalentemente formado entre dos polipéptidos de proFIX-Fc idénticos. En una faceta, los dos polipéptidos se unen
covalentemente entre si para formar una estructura doble en que los dos polipéptidos se coalinean desde el extremo
N hasta el extremo C. En una faceta, los dos polipéptidos se unen covalentemente entre si a través de uno o mas
puentes disulfuro formados entre la regién de dominio de bisagra de un polipéptido Fc y la regiéon de dominio de bisagra
del otro polipéptido Fc, para formar una estructura doble en que los polipéptidos Fc se coalinean desde el extremo N
hasta el extremo C. En la figura 2A se proporciona un diagrama que ilustra la estructura de una faceta de un
homodimero de proFIX-Fc.

Como se usa en este documento, un hibrido de mondémero-dimero de proFIX-Fc se refiere a una proteina
heterodimérica que incluye una primera cadena polipeptidica y una segunda cadena polipeptidica, en donde la primera
cadena polipeptidica incluye un polipéptido proFIX y al menos una parte de una cadena constante de inmunoglobulina
que puede unirse especificamente a un FcRn, y en donde la segunda cadena polipeptidica incluye al menos una parte
de una regién constante de inmunoglobulina que puede unirse especificamente a un FcRn, pero cuya segunda cadena
polipeptidica no incluye un polipéptido proFIX. Por tanto, en este aspecto del contenido, la proteina es monomérica
con respecto a proFIX y dimérica con respecto a Fc (por tanto, la expresion "hibrido de monémero-dimero"). Sin
embargo, debe apreciarse que, aunque un hibrido de monémero-dimero de proFIX-Fc es heterodimérico ya que las
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dos cadenas son distintas, estas moléculas también pueden denominarse "monémero" para abreviar, ya que hay
solamente una proFIX biologicamente activa en comparacion con las proteinas de fusién de Fc homodiméricas
tradicionales. Se hace referencia al documento US 2005/0032174. En una faceta, la parte de una cadena constante
de inmunoglobulina que puede unirse especificamente a un FcRn incluye, en cada caso, un dominio de fragmento Fc
de IgG. En una faceta, la parte de una cadena constante de inmunoglobulina que puede unirse especificamente a un
FcRn es, en cada caso, un dominio de fragmento Fc de IgG. En una faceta, la parte de una cadena constante de
inmunoglobulina que puede unirse especificamente a un FcRn incluye, en cada caso, un dominio de fragmento Fc de
IgG humana. En una faceta, la parte de una cadena constante de inmunoglobulina que puede unirse especificamente
a un FcRn es, en cada caso, un dominio de fragmento Fc de IgG humana. En una faceta, la parte de una cadena
constante de inmunoglobulina que puede unirse especificamente a un FcRn en la primera cadena polipeptidica es
idéntica a la parte de una cadena constante de inmunoglobulina que puede unirse especificamente a un FcRn en la
segunda cadena polipeptidica. En una faceta, la parte de una cadena constante de inmunoglobulina que puede unirse
especificamente a un FcRn en la primera cadena polipeptidica no es idéntica a la parte de una cadena constante de
inmunoglobulina que puede unirse especificamente a un FcRn en la segunda cadena polipeptidica. En la figura 2B se
proporciona un diagrama que ilustra la estructura de una faceta de un hibrido de monémero-dimero de proFIX-Fc.

Las proteinas de fusién y conjugados del contenido pueden comprender opcionalmente al menos una molécula
conectora. Un conector en general puede estar compuesto de cualquier molécula organica. En una faceta, el conector
es polietilenglicol (PEG). En otra faceta, el conector esta compuesto de aminoacidos. Un conector de aminoacido
puede comprender 1-5 aminoacidos, 1-10 aminoacidos, 1-20 aminoacidos, 10-50 aminoacidos, 50-100 aminoacidos,
100-200 aminoéacidos. Un conector de aminoacido, en una faceta, puede estar codificado por una secuencia de acido
nucleico incorporada en una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusiéon. Un conector de
aminoacidos, en una faceta, puede generarse como un péptido sintético aislado, es decir, un péptido producido usando
técnicas conocidas de sintesis quimica (por ejemplo, sintesis en fase solida) realizadas fuera de una célula. Puede
usarse cualquiera de los conectores de aminoacidos descritos en este documento en una proteina de fusién del
contenido, por ejemplo, un hibrido de monémero-dimero de proFIX-Fc.

En una faceta, un conector de aminoacidos es el conector de ocho aminoacidos EFAGAAAV (SEQ ID NO:7), en donde
E representa acido glutamico, F representa fenilalanina, A representa alanina, G representa glicina y V representa
valina. En una faceta, el conector esta codificado por una secuencia de acido nucleico que esta incorporada en una
molécula de &cido nucleico que codifica una proteina de fusion.

Un conector de aminodacidos, en determinadas facetas, puede incluir la secuencia Gn (SEQ ID NO:8), (GA)n (SEQ ID
NO:9), (GGS)n (SEQ ID NO:10), (GGGGS)n (SEQ ID NO:11), o cualquier combinacion de las mismas, en donde, en
cada caso, G representa glicina, A representa alanina, S representa serina y n puede ser un nimero entero de 1-10,
es decir, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10. Ejemplos de conectores incluyen, aunque sin limitacion, GGG, SGGSGGS (SEQ
ID NO:12), GGSGGSGGSGGSGGG (SEQ ID NO:13), GGSGGSGGGGS-GGGGS (SEQ D NO:14),
GGSGGSGGSGGSGGSGGS (SEQ ID NO:15). En una faceta, el conector es
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:186). En una faceta, el conector esta codificado por
una secuencia de acido nucleico que esta incorporada en una molécula de acido nucleico que codifica una proteina
de fusién. El conector no elimina o disminuye la actividad biolégica de la proteina de fusién. Opcionalmente, el conector
potencia la actividad biolégica de la proteina de fusién, por ejemplo, al disminuir mas los efectos de impedimento
estérico y haciendo que el componente FIX y/u otro componente sean mas accesibles.

El conector también puede incorporar un resto que puede escindirse quimicamente (por ejemplo, hidrolisis de un
enlace éster), enzimaticamente (por ejemplo, incorporacion de una secuencia de escision por proteasa) o
fotoliticamente (por ejemplo, un croméforo tal como acido 3-amino-3-(2-nitrofenil)propidnico (ANP)) para liberar la
molécula biolégicamente activa de la proteina Fc.

La quimica para reticulacién y los reactivos eficaces para dichos propdsitos son bien conocidos en la técnica. La
naturaleza del reactivo de reticulacion usado para conjugar diversos componentes no esta restringida por el contenido.
Puede usarse cualquier agente de reticulacion con la condicién de que a) la actividad del FIX se retenga, y b) la unién
por el FcRn del componente compafiero de union de FcRn del conjugado no se vea afectado de forma adversa.

Un ejemplo de una reticulacién eficaz en una etapa de Fc y un compuesto es la oxidacién de Fc con peryodato de
sodio en tampén de fosfato de sodio durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de incubacién durante una
noche a 4 °C con el compuesto a conjugar. La conjugacion también puede realizarse al derivatizar tanto el compuesto
como los fragmentos Fc con hexanoato de sulfosuccinimidil 6-[3-(2-piridilditio}propionamida (sulfo-LC-SPDP, Pierce)
durante 18 horas a temperatura ambiente. Los conjugados también pueden prepararse al derivatizar fragmentos Fc y
el compuesto deseado a suministrar con diferentes reactivos de reticulacién que posteriormente formaran un enlace
covalente. Un ejemplo de esta reaccidén es la derivatizacién de fragmentos Fc con ciclohexano-1-carboxilato de
sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometilo) (Sulfo-SMCC, Pierce) y el compuesto a conjugar con Fc se tiola con S-
acetiltioacetato de N-succinimidilo (SATA). Los componentes derivatizados se purifican libres de reticulante y se
combinan a temperatura ambiente durante una hora para permitir la reticulacién. Otros reactivos de reticulacion que
comprenden grupos funcionales aldehido, imida, ciano, haldégeno, carboxilo, carboxilo activado, anhidrido y maleimida
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son conocidos por los expertos en la materia y también pueden usarse para la conjugaciéon de compuestos con
fragmentos Fc.

La eleccion de reactivo de reticulacion dependera, por supuesto, de la naturaleza de los componentes deseados a
conjugar. Los reactivos de reticulacion descritos anteriormente son eficaces para conjugaciones entre proteinas. Si se
tiene que conjugar un glicido o resto que contiene glucido con un polipéptido, entonces reactivos de reticulacion
heterobifuncionales tales como ABH, M2C2H, MPBH y PDPH son Utiles para la conjugacién (Pierce Chemical Co.,
Rockford, IL). Otro método de conjugacion de proteinas y glicidos se divulga por Brumeanu et al. (Genetic Engineering
News, 1 de octubre de 1995, pag. 16). Si se tiene que conjugar un lipido o un resto que contiene lipido con un
polipéptido, entonces pueden usarse reticulantes tales como SPDP, SMPB y derivados de los mismos (Pierce
Chemical Co., Rockford, IL).

En todas las reacciones de reticulacion anteriores es importante purificar los compuestos derivatizados libres de
reactivo de reticulacién. Es importante también purificar el conjugado final sustancialmente libre de reactantes no
conjugados. La purificacion puede conseguirse por cromatografia de afinidad, filiracion en gel o intercambio i6nico en
funcion de las propiedades de cualquier componente del conjugado. Un método particularmente preferido es una etapa
inicial de purificacion por afinidad usando proteina A-Sepharose para retener Fc y conjugados que contienen Fc,
seguida de cromatografia de filtraciéon en gel o intercambio idnico en funcién de la masa, tamafio o carga del conjugado
de Fc. La etapa inicial de este esquema de purificaciéon garantiza que el conjugado se unird a FcRn, que es un requisito
esencial del contenido.

Se ha descubierto, de acuerdo con el contenido, que PC5 puede usarse para procesar un polipéptido precursor de
FIX para producir un polipéptido de FIX maduro. En una faceta, tanto la PC5 como el polipéptido precursor de FIX se
expresan dentro de una célula, donde la PC5 procesa el polipéptido precursor de FIX. En otra faceta, puede usarse
una PC5 aislada para procesar un polipéptido precursor de FIX aislado.

Cuando la PC5 y el polipéptido precursor de FIX tienen que coexpresarse dentro de una célula, en una faceta la célula
expresa de forma natural PC5 y contiene un vector de expresion que codifica una proproteina de factor IX (proFIX), o
una proteina de fusién de la misma.

Cuando la PC5 y el polipéptido precursor de FIX tienen que coexpresarse dentro de una célula, en una faceta la célula
contiene un vector de expresién que codifica una proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusion de la
misma, y la célula se modifica por recombinacion homéloga para que incluya una secuencia de control de la expresion
de acido nucleico que provoca la sobreexpresion de un gen endégeno de PC5. En esta faceta, se intercambia un
promotor exégeno mas potente en el lugar del promotor de PC5 endbgeno, provocando la sobreexpresién de PC5
endoégena. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5.641.670, 5.733.761y 5.272.071; WO 91/06666;
WO 91/06667; y WO 90/11354.

Cuando la PC5 y el polipéptido precursor de FIX tienen que coexpresarse dentro de una célula, en una faceta la célula
contiene un vector de expresién que codifica una proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusion de la
misma, y un vector de expresion que codifica un polipéptido PC5 funcional. El vector de expresion que codifica una
proproteina de factor IX (proFIX), o una proteina de fusién de la misma, y el vector de expresién que codifica un
polipéptido PC5 funcional pueden ser vectores de expresion separados o pueden combinarse en un solo vector de
expresion.

Como se usa en este documento, un vector de expresion se refiere a cualquier construccion de acido nucleico que
contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de una secuencia codificante insertada, o en el
caso de un vector virico de ARN, los elementos necesarios para la replicaciéon y traduccién, cuando se introduce en
una célula hospedadora apropiada. Los vectores de expresién pueden incluir plasmidos, fagémidos, virus y derivados
de los mismos.

Los vectores de expresion del contenido incluiran un polinucledtido que codifica un polipéptido del contenido, por
ejemplo, PC5 y proFIX. Como se usa en este documento, un polinucleétido se refiere a cualquier polimero unido
covalentemente de dos o mas nucledtidos. Un nucleétido es una molécula compuesta de un glicido (por ejemplo,
ribosa o desoxirribosa) unido a un grupo fosfato y una nucleobase, es decir, una purina o una pirimidina. Las purinas
incluyen, aunque sin limitacion, adenina y guanina. Las pirimidinas incluyen, aunque sin limitacion, citosina, timina y
uracilo. En una faceta, un polinucleétido es un polimero de desoxirribonucleétidos, es decir, una molécula de ADN. En
una faceta, un polinucleétido es un polimero de ribonucleétidos, es decir, una molécula de ARN. Un polinucleétido, en
una faceta, es una molécula de &cido nucleico que codifica un polipéptido, es decir, el polinucleétido es una secuencia
codificante. En una faceta, una molécula de &cido nucleico que codifica un polipéptido se una molécula de ADN
genoémico que codifica el polipéptido. En una faceta, una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido es
una molécula de ADN complementario (ADNc) que codifica el polipéptido. En una faceta, un polinucleétido es una
molécula de ADN recombinante que codifica un polipéptido.

En determinadas facetas, una secuencia codificante esta unida de forma funcional a una secuencia de control de la
expresion. Como se usa en este documento, dos secuencias de acido nucleico se unen de forma funcional cuando se
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unen covalentemente de tal manera que permita que cada secuencia de acido nucleico componente retenga su
funcionalidad. Una secuencia codificante y una secuencia de control de la expresion génica se dice que estan unidas
de forma funcional cuando se unen covalentemente de tal manera que sitlen la expresién o transcripcion y/o
traduccion de la secuencia codificante bajo la influencia o control de la secuencia de control de la expresién génica.
Dos secuencias de ADN se dice que estan unidas de forma funcional si la induccién de un promotor en la secuencia
de expresion génica 5' provoca la transcripcién de la secuencia codificante y si la naturaleza de la unién entre las dos
secuencias de ADN (1) no provoca la introduccion de una mutacion de desplazamiento de la pauta de lectura, (2) no
interfiere con la capacidad de la regién promotora de dirigir la transcripciéon de la secuencia codificante o (3) no
interfiere con la capacidad del transcrito de ARN correspondiente de traducirse en una proteina. Por tanto, una
secuencia de expresion génica estaria unida de forma funcional a una secuencia de acido nucleico codificante si la
secuencia de expresion génica pudiera lograr la transcripcion de esta secuencia de acido nucleico codificante de modo
que el transcrito resultante se traduzca en la proteina o polipéptido deseado.

Una secuencia de control de la expresién génica, como se usa en este documento, es cualquier secuencia de
nucleétidos reguladora, tal como una secuencia promotora o combinacién de promotor-potenciador, que facilita la
transcripcién y traduccién eficaces del acido nucleico codificante al que esta unida de forma funcional. La secuencia
de control de la expresion génica puede ser, por ejemplo; un promotor de mamifero o virico, tal como un promotor
constitutivo o inducible. Los promotores de mamifero constitutivos incluyen, aunque sin limitacién, los promotores para
los siguientes genes: hipoxantina fosforribosil transferasa (HPRT), adenosina desaminasa, piruvato cinasa, promotor
de beta-actina, y otros promotores constitutivos. Promotores viricos ejemplares que funcionan constitutivamente en
células eucaribticas incluyen, por ejemplo, promotores del citomegalovirus (CMV), virus de simio (por ejemplo, SV40),
papilomavirus, adenovirus, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus del sarcoma de Rous, citomegalovirus,
las repeticiones terminales largas (LTR) del virus de la leucemia de Moloney y otros retrovirus, y el promotor de la
timidina cinasa del virus del herpes simple. Otros promotores constitutivos son conocidos por los expertos en la
materia. Los promotores Utiles como secuencias de expresion génica del contenido también incluyen promotores
inducibles. Los promotores inducibles se expresan en presencia de un agente inductor. Por ejemplo, el promotor de la
metalotioneina se induce para promover la transcripcion y traduccion en presencia de determinados iones metalicos.
Otros promotores inducibles son conocidos por los expertos en la materia.

En general, la secuencia de control de la expresién génica incluird, segun lo necesario, secuencias que no se
transcriben 5'y no se traducen 5' implicadas con el inicio de la transcripcion y la traduccion, respectivamente, tal como
una secuencia TATA, secuencia de caperuza, secuencia CAAT y similares. Especialmente, dichas secuencias que no
se transcriben 5' incluirdn una regién promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional
del &cido nucleico codificante unido de forma funcional. Las secuencias de expresién génica opcionalmente incluyen
secuencias potenciadoras o secuencias activadoras anteriores segun se desee.

Los vectores viricos incluyen, aunque sin limitacién, secuencias de acido nucleico de los siguientes virus: retrovirus,
tal como el virus de la leucemia murina de Moloney, virus del sarcoma murino de Harvey, virus del tumor mamario
murino y virus del sarcoma de Rous; adenovirus, virus adenoasociado; virus del tipo SV40; poliomavirus; virus de
Epstein-Barr; papilomavirus; herpesvirus; virus de la variolovacuna; poliovirus; y virus ARN tal como un retrovirus. Se
pueden emplear facilmente otros vectores no mencionados, pero conocidos en la técnica. Determinados vectores
viricos se basan en virus eucariéticos no citopaticos en que se han remplazado genes no esenciales con el gen de
interés. Virus no citopaticos incluyen retrovirus, cuyo ciclo vital implica retrotranscripcion del ARN virico genémico en
ADN con posterior integracién provirica en ADN de la célula hospedadora. Los retrovirus se han aprobado para
ensayos de genoterapia en seres humanos. Los mas Utiles son aquellos retrovirus que son deficientes en la replicacién
(es decir, pueden dirigir la sintesis de las proteinas deseadas, pero no pueden fabricar una particula infecciosa). Dichos
vectores de expresién retroviricos genéticamente alterados tienen utilidad general para la transduccion de alta eficacia
de genes in vivo. Se proporcionan protocolos convencionales para producir retrovirus deficientes en la replicacién
(incluyendo las etapas de incorporacion de material genético exégeno en un plasmido, transfeccién de una linea celular
de empaquetado con plasmido, produccién de retrovirus recombinantes mediante la linea celular de empaquetado,
coleccién de particulas viricas de medio de histocultivo, e infeccién de las células diana con particulas viricas) en
Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, W.H. Freeman Co., Nueva York (1990) y Murry, E.J.,
Methods in Molecular Biology, Vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, Nueva Jersey (1991).

En una faceta, el virus es un virus adenoasociado, un virus de ADN bicatenario. El virus adenoasociado puede
manipularse para que sea deficiente en la replicacién y pueda infectar una amplia gama de tipos celulares y especies.
Ademas tiene ventajas tales como estabilidad en calor y disolvente lipidico; altas frecuencias de transduccién en
células de diversas estirpes, incluyendo células hematopoyéticas; y ausencia de inhibicién de superinfeccién
permitiendo, por tanto, multiples series de transducciones. Segun se informa, el virus adenoasociado puede integrarse
en ADN celular humano de una manera especifica de sitio, minimizando de ese modo la posibilidad de mutagénesis
por insercién y variabilidad de la expresion del gen insertado caracteristica de infeccion retrovirica. Ademas, se han
seguido infecciones por virus adenoasociado de tipo silvestre en histocultivo durante mas de 100 pases en ausencia
de presién selectiva, lo que implica que la integracion genémica del virus adenoasociado es un acontecimiento
relativamente estable. El virus adenoasociado también puede funcionar de una manera extracromosémica.
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Otros vectores incluyen vectores plasmidicos. Los vectores plasmidicos se han descrito ampliamente en la técnica y
son bien conocidos por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. En los ultimos afios, los vectores
plasmidicos se han encontrado particularmente ventajosos para suministrar genes a células in vivo a causa de su
incapacidad de replicarse dentro e integrarse en un genoma hospedador. Estos plasmidos, sin embargo, que tienen
un promotor compatible con la célula hospedadora, pueden expresar un péptido a partir de un gen codificado de forma
funcional dentro del plasmido. Algunos plasmidos usados normalmente disponibles de proveedores comerciales
incluyen pBR322, pUC18, pUC19, diversos plasmidos pcDNA, pRC/CMV, diversos plasmidos pCMV, pSV40 y
pBlueScript. Ejemplos adicionales de plasmidos especificos incluyen pcDNA3.1, nimero de catalogo V79020;
pcDNA3.1/hygro, nimero de catalogo V87020; pcDNA4/myc-His, numero de catalogo V86320; y pBudCE4. 1, nimero
de catalogo V53220, todos de Invitrogen (Carlsbad, CA). Otros plasmidos son bien conocidos por los expertos en la
materia. Ademas, pueden disefiarse plasmidos de forma personalizada usando técnicas convencionales de biologia
molecular para retirar y/o afiadir fragmentos especificos de ADN.

En un sistema de expresion de insecto que puede usarse para producir las proteinas del contenido, se usa el virus de
la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para expresar los genes exégenos. El virus
crece en células de Spodoptera frugiperda. Una secuencia codificante puede clonarse en regiones no esenciales (por
ejemplo, el gen de poliedro) del virus y situarse bajo el control de un promotor de ACNPYV (por ejemplo, el promotor de
poliedro). La insercion satisfactoria de una secuencia codificante provocara la inactivacion del gen de poliedro y la
produccién de virus recombinante no ocluido (es decir, virus que carece de la cubierta proteinica codificada por el gen
de poliedro). Estos virus recombinantes se usan entonces para infectar células Spodoptera frugiperda en que se
expresa el gen insertado. (Véase, por ejemplo, Smith et al. (1983) J Virol 46:584; patente de Estados Unidos n.°
4.215.051). Pueden encontrarse ejemplos adicionales de este sistema de expresion en Ausubel et al., eds. (1989)
Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience.

Otro sistema que puede usarse para expresar las proteinas del contenido es el sistema de expresién del gen de la
glutamina sintetasa, también denominado "sistema de expresion de GS" (Lonza Biologics PLC, Berkshire Reino
Unido). Este sistema de expresion se describe con detalle en la patente de Estados Unidos n.° 5.981.216.

En células hospedadoras de mamifero, pueden utilizarse varios sistemas de expresién basados en virus. En casos
donde se usa un adenovirus como vector de expresion, puede ligarse una secuencia codificante a un complejo de
control de la transcripcién/traduccion de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Este
gen quimérico después puede insertarse en el genoma de adenovirus por recombinacién in vitro o in vivo. La insercién
de una regién no esencial del genoma virico (por ejemplo, regién E1 o E3) producira un virus recombinante que es
viable y con capacidad de expresar el péptido en hospedadores infectados. (Véase, por ejemplo, Logan y Shenk (1984)
Proc Natl Acad Sci USA 81:3655). Como alternativa, puede usarse el promotor de 7,5 K de la variolovacuna. Véase,
por ejemplo, Mackett et al. (1982) Proc Natl Acad Sci USA 79:7415; Mackett et al. (1984) J Virol 49:857; Panicali et al.
(1982) Proc Natl Acad Sci USA 79:4927.

Para aumentar la eficacia de produccién, los polinucleotidos pueden disefiarse para que codifiquen miltiples unidades
de la proteina del contenido separadas por sitios de escisidn enzimatica. El polipéptido resultante puede escindirse
(por ejemplo, por tratamiento con la enzima apropiada) para recuperar las unidades polipeptidicas. Esto puede
aumentar la produccién de polipéptidos dirigidos por un solo promotor. Cuando se usan en sistemas de expresion
viricos apropiados, la traduccién de cada polipéptido codificado por el ARNm se dirige internamente en el transcrito;
por ejemplo, por un sitio interno de entrada del ribosoma, IRES. Por tanto, la construccién policistronica dirige la
transcripcion de un solo ARNm policistrénico grande que, a su vez, dirige la traducciéon de miltiples polipéptidos
individuales. Esta estrategia elimina la produccién y procesamiento enzimatico de poliproteinas y puede aumentar
significativamente el rendimiento del polipéptido dirigido por un solo promotor.

Los vectores usados en transformacién habitualmente contendran un marcador de seleccién usado para identificar
transformantes. En sistemas bacterianos, esto puede incluir un gen de resistencia a antibiético tal como ampicilina o
kanamicina. Marcadores de seleccién para su uso en células de mamifero cultivadas incluyen genes que confieren
resistencia a farmacos, tal como neomicina, higromicina y metotrexato. El marcador de seleccién puede ser un
marcador de seleccién amplificable. Un marcador de seleccién amplificable es el gen del dihidrofolato reductasa
(DHFRY). Simonsen CC et al. (1983) Proc Natl Acad Sci USA 80:2495-9. Los marcadores de seleccion se revisan por
Thilly (1986) Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, Mass., y la eleccién de marcadores de
seleccién pertenece al nivel de habilidades habituales en la técnica.

Pueden introducirse marcadores de seleccion en la célula en un plasmido separado al mismo tiempo que el gen de
interés, o pueden introducirse en el mismo plasmido. Si estan en el mismo plasmido, el marcador de seleccion y el
gen de interés pueden estar bajo el control de diferentes promotores o el mismo promotor, produciendo la dltima
disposicién un mensaje dicistronico. Las construcciones de este tipo son conocidas en la técnica (por ejemplo, patente
de Estados Unidos n.? 4.713.339).

Los vectores de expresién pueden codificar marcas que permitan facil purificacién de la proteina producida de forma
recombinante. Ejemplos incluyen, aunque sin limitacién, vector pUR278 (Ruther et al.,(1983) EMBO J 2:1791) en que
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las secuencias codificantes de la proteina a expresar pueden ligarse en el vector en el mismo marco de lectura con la
regiéon codificante de lac z de modo que se produzca una proteina de fusion marcada; pueden usarse vectores pGEX
para expresar proteinas del contenido con una marca de glutation S-transferasa (GST). Estas proteinas habitualmente
son solubles y pueden purificarse faciimente de células por adsorcién a microesferas de glutation-agarosa seguido de
elucién en presencia de glutatién libre. Los vectores incluyen sitios de escisién (trombina o proteasa factor Xa o
PreScission Protease™ (Pharmacia, Peapack, N.J.)) para una facil eliminacion de la marca después de la purificacion.

El vector o vectores de expresion entonces se transfectan o cotransfectan en una célula diana adecuada, que
expresara los polipéptidos. Técnicas de transfeccidon conocidas en la técnica incluyen, aunque sin limitacién,
precipitacion con fosfato de calcio (Wigler et al. (1978) Cell 14:725), electroporacion (Neumann et al. (1982) EMBO J
1:841), y reactivos basados en liposomas. Puede utilizarse una diversidad de sistemas de hospedador-vector de
expresion para expresar las proteinas descritas en este documento incluyendo células tanto procaridticas o
eucaridticas. Estos incluyen, aunque sin limitacién, microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E. coli)
transformadas con vectores de expresioén de ADN de bacteriéfago recombinante o ADN plasmidico que contienen una
secuencia codificante apropiada; levaduras u hongos filamentosos transformados con vectores de expresion
recombinantes de levadura u hongos que contienen una secuencia codificante apropiada; sistemas de células de
insecto infectadas con vectores de expresion viricos recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen una
secuencia codificante apropiada; sistemas de células vegetales infectados con vectores de expresidén viricos
recombinantes (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor o virus del mosaico del tabaco) o transformados con
vectores de expresién plasmidicos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti} que contienen una secuencia codificante
apropiada; o sistemas de células animales, incluyendo células de mamifero (por ejemplo, células HEK 293, CHO, Cos,
Helay BHK).

En una faceta, la célula hospedadora es una célula eucaridtica. Como se usa en este documento, una célula
eucaridtica se refiere a cualquier célula animal o vegetal que tenga un nucleo definido. Células eucaridticas de
animales incluyen células de vertebrados, por ejemplo, mamiferos, y células de invertebrados, por ejemplo, insectos.
Células eucaritticas de plantas especificamente pueden incluir, sin limitacién, células de levadura. Una célula
eucariotica es distinta de una célula procariética, por ejemplo, bacterias.

En determinadas facetas, la célula eucariética es una célula de mamifero. Una célula de mamifero es cualquier célula
derivada de un mamifero. Las células de mamifero especificamente incluyen, aunque sin limitacién, lineas celulares
de mamifero. En una faceta, la célula de mamifero es una célula humana. En una faceta, la célula de mamifero es
una célula HEK 293, que es una linea celular de rifién embrionario humano. Las células HEK 293 estan disponibles
como CRL-1533 de la American Type Culture Collection, Manassas, VA, y como células 293-H, n.? de catalogo 11631-
017 o células 293-F, n.? de catalogo 11625-019 de Invitrogen (Carlsbad, CA.). En una faceta, la célula de mamifero es
una célula PER.C6%, que es una linea celular humana derivada de retina. Las células PER.C6® estan disponibles de
Crucell (Leiden, Paises Bajos). En una faceta, la célula de mamifero es una célula de ovario de hamster chino (CHO).
Las células CHO estan disponibles de la American Type Culture Collection, Manassas, VA (por ejemplo, CHO-K1;
CCL-61). En una faceta, la célula de mamifero es una célula de rifién de cria de hamster (BHK). Las células BHK
estan disponibles de la American Type Culture Collection, Manassas, VA (por ejemplo, CRL-1632).

En una faceta, un plasmido que incluye una secuencia codificante de fusion de proFIX-Fc y un marcador de seleccion,
por ejemplo, resistencia a zeocina, se transfecta en células HEK 293, para la produccion de homodimero de FIX-Fc.

En una faceta, un primer plasmido que incluye una secuencia codificante de fusién de proFIX-Fc y un primer marcador
de seleccién, por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina, y un segundo plasmido que incluye una secuencia
codificante de Fc y un segundo marcador de seleccién, por ejemplo, un gen de resistencia a neomicina, se
cotransfectan en células HEK 293, para la produccion de hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc. El primer y segundo
plasmido pueden introducirse en cantidades iguales (es decir, relacién 1:1), o pueden introducirse en cantidades
desiguales.

En una faceta, un primer plasmido que incluye una secuencia codificante de fusion de proFIX-Fc y un primer marcador
de seleccién, por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina, y un segundo plasmido que incluye una secuencia
codificante de Fc y un segundo marcador de seleccion, por ejemplo, un gen de resistencia a neomicina, y un tercer
plasmido que incluye una secuencia codificante de PC5 y un tercer marcador de seleccién, por ejemplo, un gen de
resistencia a higromicina, se cotransfectan en células HEK 293, para la produccién de hibrido de monémero-dimero
de FIX-Fc. El primer y segundo plasmido pueden introducirse en cantidades iguales (es decir, relacidon molar 1:1), o
pueden introducirse en cantidades desiguales.

En una faceta, un primer plasmido, que incluye una secuencia codificante de fusién de proFIX-Fc, una secuencia
codificante de Fc y un primer marcador de seleccién, por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina, y un segundo
plasmido que incluye una secuencia codificante de PC5 y un segundo marcador de seleccion, por ejemplo, un gen de
resistencia a higromicina, se cotransfectan en células HEK 293, para la produccién de hibrido de monémero-dimero
de FIX-Fc. Los promotores para la secuencia codificante de fusién de proFIX-Fc y la secuencia codificante de Fc
pueden ser diferentes o pueden ser iguales.
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En una faceta, un primer plasmido que incluye una secuencia codificante de fusion de proFIX-Fc, una secuencia
codificante de Fc y un primer marcador de seleccién, por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina, y un segundo
plasmido que incluye una secuencia codificante de Fc y un segundo marcador de seleccién, por ejemplo, un gen de
resistencia a neomicina, y un tercer plasmido que incluye una secuencia codificante de PC5 y un tercer marcador de
seleccion, por ejemplo, un gen de resistencia a higromicina, se cotransfectan en células HEK 293, para la produccién
de hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc. Los promotores para la secuencia codificante de fusion de proFIX-Fc y la
secuencia codificante de Fc en el primer plasmido pueden ser diferente o pueden ser iguales. El primer y segundo
plasmido pueden introducirse en cantidades iguales (es decir, relacion molar 1: 1), o pueden introducirse en cantidades
desiguales.

En una faceta, se incluye una forma truncada del intrén | de FIX (n.? de acceso a GenBank NC_000023) dentro de la
secuencia codificante de FIX. Esto ha demostrado previamente aumentar el nivel de expresién de FIX debido a las
secuencias de empalme funcionales presentes en el ARNm precursor. Kurachi S et al. (1995) J Biol Chem. 270:5276-
81.

En una faceta, las células transfectadas se transfectan de forma estable. Estas células pueden seleccionarse y
mantenerse como una linea celular estable, usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia.

Las células hospedadoras que contienen construcciones de ADN de la proteina se cultivan en un medio de cultivo
apropiado. Como se usa en este documento, la expresién "medio de cultivo apropiado” significa un medio que contiene
nutrientes requeridos para el crecimiento de las células. Los nutrientes requeridos para el crecimiento de las células
pueden incluir una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos esenciales, vitaminas, minerales y
factores de crecimiento. Opcionalmente, el medio puede contener uno o mas factores de seleccién. Opcionalmente,
el medio puede contener suero bovino de ternero o suero fetal de ternero (FCS). En una faceta, el medio no contiene
sustancialmente IgG. El medio de cultivo en general seleccionara células que contienen la construccién de ADN por,
por ejemplo, seleccion con farmaco o deficiencia en un nutriente esencial que se complementa mediante el marcador
de seleccion en la construccién de ADN o se cotransfecta con la construccion de ADN. Las células de mamifero
cultivadas en general se cultivan en medios que contienen suero o sin suero disponibles en el mercado (por ejemplo,
MEM, DMEM, DMEM/F12). En una faceta, el medio es CD293 (Invitrogen, Carlsbad, CA). En una faceta, el medio es
CD17 (Invitrogen, Carlsbad, CA). La seleccidén de un medio apropiado para la linea celular particular usada pertenece
al nivel de las habilidades habituales en la técnica.

En un aspecto, el contenido proporciona un método para producir un polipéptido que contiene factor IX maduro a partir
de una proproteina de factor IX, o una proteina de fusién de la misma.

Como se usa en este documento, un polipéptido que contiene factor IX maduro se refiere a un polipéptido que incluye
una forma madura de factor IX. En una faceta, un polipéptido que contiene factor IX maduro se refiere a un polipéptido
que es una forma madura de factor IX. Una forma madura de factor IX incluye al menos un dominio Gla y-carboxilado
y un dominio catalitico, y excluye tanto un prepéptido como un propéptido, como se describe en este documento. La
forma madura de factor IX puede ser, pero no necesariamente, una forma activada de factor IX. Por ejemplo, en una
faceta, una forma madura de factor IX esta representada por los residuos aminoacidicos 47-461 de SEQ ID NO:3. En
una faceta, al menos diez de los doce residuos de &cido glutdmico en el dominio Gla estdn gamma carboxilados.
Cuando solamente diez de los doce residuos de acido glutamico en el dominio Gla estan gamma carboxilados, en una
faceta, los diez residuos glutdmicos carboxilados son los primeros diez residuos de acido glutamico en el dominio Gla
(por ejemplo, Glu53, Glus4, Glué1, Glue3, Glue6, Glu67, Glu72, Glu73, Glu76 y Glu79 en SEQ ID NO:3). En una
faceta, al menos once de los doce residuos de &cido glutdmico en el dominio Gla estan gamma carboxilados. En una
faceta, todos los residuos de acido glutamico en el dominio Gla estan gamma carboxilados.

En una faceta de acuerdo con este aspecto del contenido, un polipéptido que contiene factor IX maduro se refiere a
un polipéptido que es una forma madura de factor IX.

En una faceta de acuerdo con este aspecto del contenido, el polipéptido que contiene factor IX maduro es un hibrido
de mondémero-dimero de FIX-Fc, tal como se divulga en la solicitud de patente de Estados Unidos del mismo
propietario que la presente n.? 10/841250, publicada como US 2005/0032174. En esta faceta, la proteina de fusion de
proproproteina corresponde a un hibrido de monémero-dimero de proFIX-Fc.

También se proporciona un hibrido de monémero-hibrido de FIX maduro-Fc¢ producido de acuerdo con el método de
este aspecto del contenido.

El método para producir polipéptido que contiene factor IX maduro implica cultivar células que contienen un primer
vector de expresion que codifica una proproteina de factor IX, o una proteina de fusién de la misma, y un segundo
vector de expresién que codifica un polipéptido PC5 funcional, como se describe anteriormente. Las células se cultivan
en condiciones que permiten la expresién tanto de la proFIX o la proteina de fusién de la misma como del polipéptido
PC5 funcional.
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Como se usa en este documento, cultivar se refiere a mantener células vivas in vitro durante al menos un tiempo
definido. EI mantenimiento puede incluir, pero no necesariamente, un aumento en la poblacién de células vivas. Por
ejemplo, las células mantenidas en cultivo pueden ser de poblacién estatica, pero aun viables y con capacidad de
producir un producto deseado, por ejemplo, una proteina recombinante o proteina de fusién recombinante. Las
condiciones adecuadas para cultivar células eucaridticas son bien conocidas en la técnica e incluyen seleccion
apropiada de medio de cultivo, complementos del medio, temperatura, pH, saturacién de oxigeno y similares. Para
propésitos comerciales, el cultivo puede incluir el uso de cualquiera de diversos tipos de sistemas que se pueden
aumentar de escala incluyendo matraces de agitacién, frascos rodantes, biorreactores de fibra hueca, biorreactores
de depésito agitado, biorreactores suspendidos, biorreactores de ondas y otros.

Las condiciones de cultivo celular también se seleccionan para permitir el procesamiento de la proFIX o proteina de
fusion de la misma por el polipéptido PC5 funcional. Las condiciones que permiten el procesamiento de la proFIX o
proteina de fusién de la misma por el polipéptido PC5 funcional pueden incluir especificamente la presencia de una
fuente de vitamina K. Por ejemplo, en una faceta, células HEK 293 transfectadas de forma estable se cultivan en medio
CD293 (Invitrogen, Carlsbad, CA) complementado con glutamina 4 mM y 10 pg/l de vitamina Ka.

Como se usa en este documento, procesamiento por PC5 funcional se refiere a escision del propéptido de proFIX. En
otras palabras, el procesamiento por PC5 funcional se refiere a la conversiéon mediada por PC5 de un polipéptido que
contiene proFIX en un polipéptido que contiene factor IX maduro.

El contenido, en un aspecto, se refiere a un método para aumentar el rendimiento de un polipéptido que contiene factor
IX maduro a partir de una proproteina de factor I1X, o una proteina de fusién de la misma. Como se usa en este
documento con respecto al polipéptido que contiene factor IX maduro, aumentar el rendimiento se refiere a inducir un
aumento medible en la cantidad o actividad de un polipéptido que contiene factor IX maduro, obtenido con PC5 y en
condiciones especificadas, en comparacién con una cantidad o actividad de referencia del polipéptido que contiene
factor IX maduro, obtenido sin PC5 y en las condiciones especificadas. En una faceta, el aumento medible es al menos
un 5 por ciento. En una faceta, el aumento medible es al menos un 10 por ciento. En facetas individuales adicionales,
el aumento medible es al menos un 20 por ciento, al menos un 30 por ciento, al menos un 40 por ciento, al menos un
50 por ciento, al menos un 60 por ciento, al menos un 70 por ciento, al menos un 80 por ciento, al menos un 90 por
ciento o al menos un 100 por ciento.

El contenido, en un aspecto, se refiere a un método para producir un polipéptido que contiene factor IX maduro a partir
de una proproteina de factor IX, o una proteina de fusién de la misma. Como se usa en este documento, producir un
polipéptido que contiene factor IX maduro a partir de una proproteina de factor IX, o un conjugado de la misma, se
refiere a procesar la proFIX o el conjugado de la misma con PC5 para producir un polipéptido que contiene factor IX
maduro.

Como se usa en este documento, un conjugado se refiere a dos 0 méas entidades cualesquiera unidas entre si por
cualquier medio fisicoquimico incluyendo, aunque sin limitacién, interaccién hidréfoba, interaccion covalente,
interaccion de enlaces de hidrogeno, interaccién i6nica y cualquier combinacion de las mismas. Por tanto, en una
faceta, un conjugado del contenido se refiere a dos o mas entidades cualesquiera unidas entre si por interaccion
covalente. Por ejemplo, en una faceta, un conjugado es una proteina de fusién. En una faceta, un conjugado del
contenido se refiere a dos 0 mas entidades cualesquiera unidas entre si por interaccion no covalente.

El método de acuerdo con este aspecto del contenido implica poner en contacto la proFIX o el conjugado de la misma
con una cantidad eficaz de polipéptido PC5 funcional. Poner en contacto se refiere a llevar las diversas entidades a
un contacto fisico intimo, por ejemplo, para permitir que PC5 procese la proFIX o el conjugado de la misma. Una
cantidad eficaz, como se usa en este documento, se refiere a una cantidad que es suficiente para conseguir un efecto
biologico deseado, por ejemplo, procesamiento de la proFIX o el conjugado de la misma por PC5.

En una faceta, el método de acuerdo con este aspecto del contenido puede ponerse en practica usando una
proproteina de factor IX aislada, o un conjugado de la misma, y un polipéptido PC5 aislado. Por ejemplo, una
proproteina de factor IX aislada derivada de una fuente puede ponerse en contacto con un polipéptido PC5 aislado
derivado de otra fuente, en condiciones que permitan el procesamiento de la proFI1X o proteina de fusién de la misma
por el polipéptido PC5 funcional. Las condiciones que permiten el procesamiento de la proFIX o proteina de fusion de
la misma por el polipéptido PC5 funcional incluyen la presencia de una fuente de vitamina K, gamma carboxilasa y
componentes adicionales y condiciones adecuadas para la actividad enzimatica gamma carboxilasa.

En una faceta de acuerdo con este aspecto del contenido, el polipéptido que contiene factor X maduro es un hibrido
de mondémero-dimero de FIX-Fc, tal como se divulga en la solicitud de patente de Estados Unidos del mismo
propietario que la presente n.2 10/841250, publicada como US 2005/0032174. En esta faceta, el conjugado de proFIX
corresponde a un hibrido de monémero-dimero de proFIX-Fc.

También se proporciona un hibrido de monémero-hibrido de FIX maduro-Fc¢ producido de acuerdo con el método de
este aspecto del contenido.
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Como se usa en este documento, proFIX PEGilada se refiere a un conjugado formado entre proFIX y al menos una
molécula de polietilenglicol (PEG). El PEG esta disponible en el mercado en una gran diversidad de pesos moleculares
e intervalos de peso molecular promedio. Ejemplos tipicos de intervalos de peso molecular promedio de PEG incluyen,
aunque sin limitacion, 200, 300, 400, 600, 1000, 1300-1600, 1450, 2000, 3000, 3000-3750, 3350, 3000-7000, 3500-
4500, 5000-7000, 7000-9000, 8000, 10 000, 8500-11 500, 16 000-24 000, 35 000 y 40 000. Estos pesos moleculares
promedio se proporcionan simplemente como ejemplos y no se pretende que sean limitantes de ninguna manera.

En una faceta, el péptido del contenido puede PEGilarse para que incluya restos de mono- o poli- (por ejemplo, 2-4)
PEG. La PEGilacién puede realizarse por cualquiera de las reacciones de PEGilacién conocidas en la técnica. Los
métodos para preparar un producto proteinico PEGilado en general incluiran (a) hacer reaccionar un polipéptido con
polietilenglicol (tal como un éster reactivo o derivado aldehidico de PEG) en condiciones por las que el péptido del
contenido queda fijado a uno o mas grupos de PEG; y (b) obtener el uno 0 mas productos de reaccion. En general,
las condiciones 6ptimas de reaccion para las reacciones se determinaran caso a caso en funcién de los parametros
conocidos y el resultado deseado.

Hay varios métodos de fijacién de PEG disponibles para los expertos en la materia, por ejemplo, documento EP 0 401
384; Malik F et al. (1992) Exp Hematol. 20:1028-35; Francis (1992) Focus on Growth Factors 3(2):4-10; documentos
EP 0 154 316; EP 0 401 384; WO 92/16221; y WO 95/34326.

La etapa de PEGilacion como se describe para las proteinas del contenido puede realizarse mediante una reaccion
de acilacién o una reaccion de alquilacidon con una molécula reactiva de polietilenglicol. Por tanto, los productos
proteinicos de acuerdo con el presente contenido incluyen proteinas PEGiladas en donde el uno o mas grupos de
PEG se fijan mediante grupos acilo o alquilo. Dichos productos pueden estar mono-PEGilados o poli-PEGilados (por
ejemplo, los que contienen 2-6 0 2-5 grupos de PEG). Los grupos de PEG en general se fijan a la proteina en los
grupos a- o e-amino de los aminoéacidos, pero también se contempla que los grupos de PEG puedan fijarse a cualquier
grupo amino fijado a la proteina que sea suficientemente reactivo para quedar fijado a un grupo de PEG en condiciones
adecuadas de reaccion.

La PEGilacion por acilacién en general implica hacer reaccionar un derivado de éster activo de polietilenglicol con un
péptido del contenido. Para reacciones de acilacién, el uno o mas polimero seleccionados tipicamente tienen un solo
grupo éster reactivo. Puede usarse cualquier molécula de PEG reactiva conocida o a descubrir posteriormente para
realizar la reaccién de PEGilacién. Un ejemplo de un éster de PEG activado adecuado es PEG esterificado con N-
hidroxisuccinimida (NHS). Como se usa en este documento, se contempla que la acilacién incluye, sin limitacion, los
siguientes tipos de enlaces entre la proteina terapéutica y un polimero tal como PEG: amida, carbamato, uretano y
similares. Véase, por ejemplo, Chamow SM et al. (1994) Bioconjug Chem. 5:133-40. Las condiciones de reaccién
pueden seleccionarse de cualquiera de las conocidas en la técnica de PEGilacion o a desarrollar posteriormente, pero
deben evitar condiciones tales como temperatura, disolvente y pH que inactivarian el polipéptido a modificar.

La PEGilacién por acilacién en general produce una proteina poli-PEGilada. El enlace de conexion puede ser una
amida. El producto resultante puede estar sustancialmente solo (por ejemplo, >95 %) mono-, di- o tri-PEGilado. Sin
embargo, pueden formarse algunas especies con mayores grados de PEGilacion en cantidades que dependen de las
condiciones especificas de reaccion usadas. Si se desea, pueden separarse de la mezcla especies PEGiladas mas
purificadas (particularmente especies sin reaccionar) por técnicas convencionales de purificacion incluyendo, entre
otras, dialisis, desalado, ultrafiltracion, cromatografia de intercambio ionico, cromatografia de filtracion en gel y
electroforesis.

La PEGilacién por alquilacién en general implica hacer reaccionar un derivado de aldehido terminal de PEG con un
polipéptido en presencia de un agente reductor. Para la reaccion de alquilacién reductora, el o los polimeros
seleccionados deben tener un solo grupo aldehido reactivo. Un aldehido de PEG reactivo ejemplar es propionaldehido
de polietilenglicol, que es estable en agua, o derivados de mono alcoxi o ariloxi C1-C10 del mismo. Véase, por ejemplo,
la patente de Estados Unidos n.2 5.252.714.

El FIX producido de forma recombinante puede aislarse de células, medios de cultivo y otros productos, para su uso
in vitro e in vivo, incluyendo uso clinico.

Cuando las proteinas se producen de acuerdo con los métodos del contenido, pueden producirse en una mezcla de
moléculas tales como otras proteinas o fragmentos de proteina. Por ejemplo, los hibridos de monémero-dimero de
FIX-Fc en general se expresan en una mezcla de productos que también incluyen dimeros de FIX-Fc y dimeros de
Fc. El contenido, por tanto, puede implicar métodos de aislamiento de cualquiera de las proteinas descritas supra de
una mezcla que contiene las proteinas. En particular, en una faceta, el contenido puede implicar métodos para aislar
un hibrido de monémero-dimero de proFIX-Fc de una mezcla de proteinas que incluye el hibrido de monémero-dimero,
un dimero y al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina, por ejemplo, un fragmento Fc. En una
faceta, el contenido puede implicar métodos para aislar un homodimero de proFIX-Fc de una mezcla de proteinas que
incluye el hibrido de monémero-dimero, un dimero y al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina,
por ejemplo, un Fc.
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En una faceta, el producto proteinico se secreta al medio. El medio se separa de las células, se concentra, se filtra y
después se pasa sobre dos o tres columnas de afinidad: una columna de proteina A y una o dos columnas de
intercambio ani6nico.

En un ejemplo tipico, las células se separan del medio por centrifugacion en frascos desechables. El medio separado
entonces se filtra a través de filtros PALL AcroPak de 0,8/0,2 um, y se concentra 5-7 veces con un sistema de filtracion
de flujo tangencial Millipore ProFlux M12, casetes Pellicon 2, 10 K, B10-A, 0,5 m2. El retenido se filtra usando filtro
PALL AcroPak de 0,8/0,2 um en bolsas de plastico estériles.

La columna de proteina A (MabSelect, Amersham) se equilibra con PBS, pH 7,4. La columna se carga con 10-15 mg
de proteina/ml de resina a un caudal de 150-200 cm/hora y se lava con PBS seguido de 3-5 volimenes de columna
de PBS mas NaCl 0,9 M. Antes de la elucion, se reduce la conductividad con PBS. La columna entonces se eluye con
citrato de sodio 25 mM/NaCl 150 mM, pH 3,4, y las fracciones se neutralizan con Tris 2 M hasta un pH final de 7. El
eluido resultante contiene todas las especies que contienen Fc.

El eluido de la columna de proteina A se carga en una columna de DEAE (Fractogel, EMD) y la columna se equilibra
con Tris 25 mM/NaCl 150 mM, pH 7,5. Después de lavar la columna cargada y equilibrada con 3-5 volimenes de
columna de Tris 25 mM/acetato de amonio 350 mM, pH 7.5, la columna se eluye con Tris 25 mM/acetato de amonio
600 mM, pH 7,5. El eluido contiene hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc, libre de dimero de FIX-Fc y fragmentos
Fc.

Aunque la pureza del hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc ya es de aproximadamente un 98 por ciento después
de cromatografia en DEAE, como una etapa adicional para enriquecer la actividad coagulante del hibrido de
monémero-dimero de FIX-Fc aislado, puede usarse una segunda etapa de cromatografia de intercambio i6nico. El
eluido de la etapa previa se diluye 1:4 con Tris 25 mM/NaCl 150 mM, pH 7,5, y se carga en una columna de Q
Sepharose FF (Amersham) a 7-10 mg/ml. Después de lavar la columna con tampén de equilibrado, la columna se
eluye con CaClz 7 mM/NaCl 150 mM/Tris 25 mM, pH 7,5. El hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc eluido se recoge
hasta que la sefial de UV cae hasta aproximadamente un 20 por ciento de la absorbancia maxima a 280 nm. El hibrido
de monoémero-dimero de FIX-Fc menos activo puede separarse de la columna con mayor concentracion de CaCh (por
ejemplo, 10 mM) o acetato de amonio (por ejemplo, 600 mM). Se conocen en el campo métodos alternativos y
adicionales de purificacion y enriquecimiento, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.2 4.981.952 y 5.714.583.

Usando cartografiado de péptidos, es posible mostrar que el propéptido estd completamente procesado del hibrido de
monoémero-dimero de FIX-Fc por PC5. La digestion tripsinica (LysC, ArgC) del hibrido de monémero-dimero de FIX-
Fc genera un marcador para el propéptido (péptido indicado de propéptido, "PIP"} si el propéptido de FIX no se procesa
completamente. El propéptido de FIX tiene una secuencia de aminoacidos TVFLDHENANKII,NRPKR (SEQ ID NO:
17), cuya secuencia TVFLDHENANK (SEQ ID NO: 18) representa el péptido indicador de propéptido (PIP). El PIP esta
presente en hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc transfectado sin enzima de procesamiento (PC5), y esta ausente
en hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc¢ transfectado con enzima de procesamiento (PC5). PIP también esta
presente en hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc¢ transfectado con PC7, y ausente en FIX en solitario transfectado
con PACE. En contraste, un péptido de referencia ("K23" correspondiente a los residuos aminoacidicos 395-400 de
SEQ ID NQO:3), que tiene la secuencia YGIYTK (SEQ ID NO: 19), esta presente en hibrido de monémero-dimero de
FIX-Fc transfectado con o sin enzima de procesamiento (PC5).

La actividad de FIX activado maduro y polipéptidos que contienen FIX del contenido puede medirse usando un ensayo
convencional de tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT). Este ensayo se usa ampliamente como ensayo
clinico para la actividad de coagulacion del factor IX. Para realizar el ensayo, se preincuba una muestra de ensayo en
plasma deficiente en FIX con fosfolipidos y un activador tal como acido elagico o silice, y después se induce la
formacion de coagulo mediante la adicion de CaClz. Se mide el tiempo hasta la formacién de coagulo, por ejemplo,
con un instrumento clinico MLA Electra 1600, y se compara con un patrén de factor IX del la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS).

Una ventaja particular de proteinas de fusién y conjugados de FIX-Fc sobre FIX en solitario es una semivida
prolongada in vivo. La semivida prolongada permite una necesidad de dosificacién radicalmente reducida en
comparacién con FIX en solitario. Por ejemplo, en un experimento, se encontré que hibrido de monémero-dimero de
FIX-Fc derivado de HEK 293 tenia una semivida terminal de 30,0 horas después de inyeccion intravenosa en ratas
normales. Por comparacion, se encontr6 que la semivida terminal de BeneFIX® era de 5 horas después de inyeccion
intravenosa en ratas normales. En un conjunto separado de experimentos en perros normales, se encontrd que las
semividas terminales de hibrido de mondmero-dimero de FIX-Fc y BeneFIX® eran de 36 horas y 12-14 horas,
respectivamente, después de administracién intravenosa. Sorprendentemente, se encontré que la semivida de dimero
de FIX-Fc en este conjunto de experimentos en perros era de 22 horas. En todos estos experimentos, se realizaron
mediciones farmacocinéticas usando ensayos de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) especificos para FIX.

Ademas de los resultados basados en ELISA que muestran semivida in vivo prolongada de hibrido de monémero-

dimero de FIX-Fc, también se demostré que la actividad funcional de hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc ser
prolongaba al medir el aPTT en ratones deficientes de FIX. Después de una sola dosis intravenosa de hibrido de
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monémero-dimero de FIX-Fc (217 IU/kg de peso corporal), la actividad aPTT en plasma demostré descender con una
semivida de 47 horas en ratones deficientes de FIX.

El contenido se refiere, en parte, a un método de tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno hemostatico, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un polipéptido FIX producido de acuerdo
con uno o mas métodos del contenido. En particular, las proteinas de fusion y conjugados del contenido pueden usarse
para tratar o prevenir un trastorno hemostatico asociado con la deficiencia de FIX, al promover la formacién de un
coagulo de fibrina. Un trastorno hemostatico que puede tratarse por la administracién de la proteina de fusién o
conjugado del contenido incluye, aunque sin limitacién, hemofilia B.

Una proteina FIX o conjugado del contenido puede usarse profilacticamente para tratar a un sujeto con un trastorno
hemostatico. Como alternativa o adicionalmente, una proteina de fusién o conjugado de FIX del contenido puede
usarse para tratar un episodio hemorragico agudo en un sujeto con un trastorno hemostatico. En una faceta, el
trastorno hemostatico es el resultado de una deficiencia hereditaria en el factor IX. En otra faceta, el trastorno
hemostatico puede ser un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede ser el resultado de una enfermedad o
afeccion secundaria subyacente. La enfermedad o afeccién secundaria puede ser, por ejemplo y sin limitacion,
hepatopatia, coagulacién intravascular diseminada (DIC), septicemia o infeccién, un cancer, una enfermedad
autoinmunitaria, embarazo, edad avanzada o por medicacion para tratar un trastorno secundario subyacente (por
ejemplo, quimioterapia para el cancer).

Las proteinas FIX y conjugados de FIX del contenido pueden administrarse mediante cualquier via adecuada de
administracién, incluyendo intravenosa, subcutanea, intramuscular, o0 mediante cualquier superficie mucosa, por
ejemplo, oral, sublingual, bucal, nasal, rectal, vaginal o mediante via pulmonar. Las proteinas FIX y conjugados del
contenido opcionalmente pueden implantarse dentro de o ligarse a un soporte sélido biopolimérico que permita la
liberacion lenta de la proteina FIX o conjugado al sitio deseado.

Las proteinas de fusion de FIX-compariero de unién de FcRn y otros conjugados que contienen compafiero de unién
de FcRn, en particular son muy adecuados para administracién a cualquier superficie epitelial que exprese FcRn.
Dichas superficies epiteliales incluyen, aunque sin limitacion, oral, gastrica, intestinal, intrabiliar, intranasal y pulmonar,
incluyendo en particular las vias respiratorias grandes.

La dosis de la proteina FIX o conjugado del contenido variara dependiendo del sujeto y de la via particular de
administracién usada. Las dosificaciones pueden variar de 0,1 a 100 000 pg/kg de peso corporal. En una faceta, el
intervalo de dosificacién es 0,1-2000 ug/kg. La proteina o conjugado puede administrarse de forma continua o a
intervalos de tiempo especificos. Pueden emplearse ensayos in vitro para determinar intervalos y/o pautas éptimas de
dosis para administracion. Ademas, las dosis eficaces pueden extrapolarse de curvas de dosis-respuesta obtenidas
de modelos animales.

Para uso clinico, las proteinas FIX y conjugados del contenido pueden formularse con cualquier vehiculo farmacéutico
adecuado. Se describen ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados en Remington's Pharmaceutical Sciences
de E. W. Martin. Ejemplos de excipientes pueden incluir almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz,
harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en
polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. La composicién también puede contener reactivos tamponantes
del pH, y agentes humectantes o emulsionantes.

Para administracion oral, la composicién farmacéutica puede adoptar la forma de comprimidos o capsulas preparadas
por medios convencionales. La composicién también puede prepararse como un liquido, por ejemplo, un jarabe o una
suspensioén. El liquido puede incluir agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o
grasas comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (lecitina o goma arabiga), vehiculos no acuosos (por
ejemplo, aceite de almendra, ésteres oleosos, alcohol etilico o0 aceites vegetales fraccionados) y conservantes (por
ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico). Las preparaciones opcionalmente también pueden
incluir agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes. Como alternativa, la composicion puede presentarse como
un producto seco (por ejemplo, liofilizada) para su constitucién con agua u otro vehiculo adecuado.

Para administracion bucal y sublingual, la composicién puede adoptar la forma de comprimidos, pastillas o peliculas
de disolucién rapida de acuerdo con protocolos convencionales.

Para la administraciéon por inhalacién, los compuestos para su uso de acuerdo con el presente contenido se
administran convenientemente en forma de un pulverizador de aerosol desde un envase presurizado o nebulizador
(por ejemplo, en PBS), con un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluorometano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de
dosificacion puede determinarse proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Pueden
formularse capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en un inhalador o insuflador, que contienen una
mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.
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La composicion farmacéutica puede formularse para administracién parenteral (por ejemplo, intravenosa o
intramuscular) por inyeccion rapida o infusién. Las formulaciones para inyeccion o infusién pueden presentarse en
forma monodosis, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis con un conservante afiadido. Las
composiciones pueden adoptar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos 0
acuosos, y contener agentes de formulacién, tales como agentes de suspensién, estabilizantes y/o dispersantes.
Como alternativa, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo (por ejemplo, liofilizado) para su constitucion
con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua apiréogena.

La composicion farmacéutica también puede formularse para administracion rectal como un supositorio o enema de
retencion, por ejemplo, que contiene bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

La proteina FIX o conjugado del contenido puede usarse para tratar a un sujeto con una enfermedad o afeccion
hemostatica en combinacion con al menos otro agente conocido para tratar dicha enfermedad o afeccién. En una
faceta, el contenido se refiere a un método de tratamiento de un sujeto con un trastorno hemostético, que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una proteina FIX o conjugado del contenido, en
combinacién con una fuente de al menos otro factor de coagulacién o agente que promueve la hemostasia. Dicha
fuente, en una faceta, es una preparacion de plasma, por ejemplo, plasma congelado reciente. Dicho otro factor de
coagulacién o agente que promueve la hemostasia puede ser cualquier agente terapéutico con actividad coagulante
demostrada. Como ejemplo, pero no como limitacion, el factor de coagulacion o agente hemostatico puede incluir
factor V, factor VI, factor VIII, factor IX, factor X, factor XI, factor XlI, protrombina, fibrinégeno o formas activadas de
cualquiera de los precedentes. El factor de coagulacién del agente hemostéatico también puede incluir farmacos
antifibrinoliticos, por ejemplo, acido épsilon-aminocaproico, acido tranexamico.

El presente contenido se ilustra ademas por los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1

Clonacién de construcciones que expresan Fc

La secuencia codificante de la regidén constante de 1gG1 (EU n.° 221-447; la region Fc) se obtuvo por amplificacion
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de una colecciéon de ADNc de leucocitos (Clontech, CA) usando
los siguientes cebadores oligonucleotidicos:

reFe-Fr §- GECTGCGGTCGACAAAACTCACACATGUCCACCETGUCCAGCTCOC
GGAACTCCTGOGCGGACCGTCAGTC -3 {SEQ IDNGOZ)

rcFe-R: 5- ATTGGAATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAGAGGC -3' (SEQ ID NO:21)

El cebador directo rcFc-F afiade tres aminoacidos (AAV) y un sitio de clonacion Sall antes del inicio de la regidon Fc, y
también incorpora un sitio de restriccion BspEl en los aminoacidos 231-233 y un sitio de restriccién Rsrll en los
aminoacidos 236-238 usando la degeneracion del codigo genético para conservar la secuencia de aminoacidos
correcta (numeracion EU). El cebador inverso rcFe-R afiade un sitio de clonacién EcoR1 después del coddn de parada
de Fc. Se realiz6é una reaccion de PCR de 25 ul con 25 pmol de cada cebador usando el sistema de alta fidelidad
Expand™ (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) de acuerdo con el protocolo convencional del fabricante en un
termociclador MJ usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos,
72 °C 45 segundos); 72 °C 10 minutos. La banda de tamafio esperado (~696 pb) se purificé del gel con un kit de
extraccion de gel (Qiagen, Valencia, CA), y se cloné en pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI) para producir un
plasmido intermedio pSYN-Fc-001 (pGEM T-Easy/Fc).

La secuencia sefial de Igk de raton se afiadié a la CDS de Fc usando los siguientes cebadores:

re-Igw sig seq-F: SVTTTAAGCTTGCOGCCACCATGGAGACAGACACACTTC-
TGCTATGGGTACTOCTGCTCTOGGTTCCAGGTTCCACTGGTCGACAAAACT-
CACACATGCCCACCG -3 (SEQ DN

Fc-noXma-GS-R: 5'- GGTCAGCTCATCGCGGGATGGG -3' (SEQ ID NO:23)

Fc-noXma-GS-F: 5'- CCCATCCCGCGATGAGCTGACC -3' (SEQ ID NO:24)
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El cebador rc-secuencia sefial de Igk-F (rc-Igk sig seqg-F) afiade un sitio de restriccion Hindlll al extremo 5' de la
molécula, seguido de una secuencia Kozak (GCCGCCACC; SEQ ID NO:25) seguida de la secuencia sefial de la
cadena ligera de |gx de raton, directamente colindante al inicio de la secuencia de Fc (EU n.° 221). Los cebadores Fc-
noXma-GS-F y Fc-noXma-GS-R eliminan el sitio Xmal interno de la secuencia codificante de Fc, usando la
degeneracion del codigo genético para conservar la secuencia de aminoacidos correcta. Se realizaron dos reacciones
de PCR de 25 pl con 25 pmol de rc-secuencia sefial de Igk-F y Fc-noXma-GS-R o Fc-noXma-GS-F y rcFe-R usando
el sistema de alta fidelidad Expand™ (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) de acuerdo con el protocolo
convencional del fabricante en un termociclador MJ. La primera reaccion se realizé con 500 ng de coleccién de ADNc
de leucocitos (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA) como molde usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 30
ciclos de (94 °C 30 segundos, 55 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos); 72 °C 10 minutos. La segunda reaccion se
realizé con 500 ng de pSYN-Fc-001 (anterior) como molde usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 16 ciclos de
(94 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos); 72 °C 10 minutos. Las bandas de tamafio esperado
(~495y 299 pb, respectivamente) se purificaron del gel con un kit de extraccion de gel (Qiagen, Valencia, CA), después
se combinaron en una reaccidén de PCR con 25 pmol de cebadores rc-secuencia sefial de Igk-F y rcFc-R y desarrollada
anteriormente, hibridando a 58 °C y continuando durante 16 ciclos. La banda de tamafio esperado (~772 pb) se purificd
del gel con un kit de extraccién de gel (Qiagen, Valencia, CA), y se clon6 en pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI)
para producir un plasmido intermedio pSYN-Fc-007 (pGEM T-Easy/IgK sig seqg-Fc). El casete completo de secuencia
sefial de Igk-Fc entonces se subclond usando los sitios Hindlll y EcoRI en vector de expresién de mamifero pcDNA3.1
(Invitrogen, Carlsbad, CA) para generar pSYN-Fc-015 (pcDNA3/Igk sig seq-Fc).

La secuencia de acido nucleico para el inserto en pSYN-Fc-015 se proporciona como SEQ ID NO:63, en que la
secuencia sefial (primeros 60 nucleotidos) se muestra en cursiva.

SEQ 1D NO:63

aLggagacay acacgoboot gotatgggts ctgetguict ggotiecaqy Lrocachyer

FACAIAANLE
rrectetio
rgegegatay
gucgtggagy
cgbgtgdtes
tgeaaggter
FEgoRFoCC
ABCTHIGLCR
rgggagagesa
gagggotect
aasghovtet
crotaootgy

ARCICATYLCR
CoTCasRRTR
tggacgtgay
tgoataatge
gogtoctoas
cosanaage
gagaaccans
gootganatyg
atgagsagens
teothoctota
zatgotaogh
steogggtaa

acogltgoecs
cRAGFRCATT
CRACYAFFAD
CaARPUCIARAYG
wgtaostgLas
CCLoORages
gatgtacses
LeLPUTTana
GJERAGASCTRREQ
cagtaagate
gatgratgag

2

ot oeggans
oteatgatat
cetgagagtea
CoGUAIFEYY
Caggs ety e
cooatogaga
ctyoeosoat
ggerietane
tacaagacea
acegiggacs

getotgoaca

tgotggaeyy
Qeegyaceen
agttraacty
agsagtacas
tyRstygcaa
aragceatare
caogeaatygs
coagsgacat
ogesteeogt
agagoaguty

ascaviacac

agegteagts
tgaggroacs
gtacgiggac
cageatgiac
gyagtacaag
cEargoTaz3
gotgacoaayg
cgoogtygasg
gttggactee
geagoagegy
geagaagage

Parala seleccion de la regidn Fc, se uso6 un péptido sefial heterdlogo, especificamente la secuencia sefial de la cadena
ligera de Igk de ratén, como se encuentra en el n.° de acceso a GenBank AB050084, ARNm de VL2C de Mus musculus
para anticuerpo anti-A/dT. En la regién Fc, la secuencia de nucleétidos se modificé para que incorporara sitios de
endonucleasa de restriccion, mientras se conservaba la secuencia codificante. Especificamente, los codones para
A231, P232y E233 (numeracidén EU) se modificaron de GCA CCT GAA en la secuencia de nucledtidos para la region
Fc de 1gG1 en el n.° de acceso de Genbank Y14735 a GCT CCG GAA en los nucledtidos 93 y 96 para incorporar un
sitio de restriccion BspEl mientras se conserva el codigo de aminoacido. Ademas, los codones para G236, G237 y
P238 (numeracién EU) se modificaron de GGG GGA CCG a GGC GGA CCG en el nucledtido 108 en para incorporar
un sitio de restriccién Rsrll mientras se conserva el cédigo de aminoacido. Ademas, hay una diferencia no codificante
en Leu 234 de CTC a CTG en el nucledtido 102, una diferencia no codificante en R465 de CGG a CGC en el nucledtido
465, y una diferencia no codificante en L640 de CTG a TTG en el nucleétido 592.

La secuencia de aminodacidos para el producto traducido codificado por SEQ ID NO:63 se proporciona como SEQ ID
NO:64, donde el péptido sefial (primeros 20 residuos) se muestra en cursiva.

SEQ ID NO:6%

METDTLLLNY LLIWVEGETGE DKIRTCPRUY APELLLGPEV TLFPEKPKOT LMISRYDEVY &0

CVYUDVSHED PEVRENRYVD GVEVHHAKIK PREELYNSTY BYWVEVLIVLE QUULNGKEYE 126
CRYSHEALPA PIBKTISKAK COPREPQVYT LPPSRRDELTR ROVSLTOLVE QFYPIDIAVE 180
NESNGOPENN YRTTERVLDS DESPFLYSKL TUVDKIRWOQU NUFSOSVMHE RLANKYTOKS 240
LALIPGK 247
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Ejemplo 2
Clonacién de construcciones que expresan FIX-Fc

Se usaron los siguientes cebadores para generar las diversas construcciones de expresion de FIX-Fc (las regiones
que hibridaban con el molde inicial se indican en negrita).

NatFIX-F: 5'- TTACTGCAGAAGGTTATGCAGCGCGTGAACATG -3' (SEQ ID NO:26)
FO-R-ZTM: 5'- AGTGAGCTTTGTTTTTTCCTTAATCC -3' (SEQ ID NO:27)

FIXaddXba-F: 3~ CAAGCGAATCTAGAGAGAGAATCTATGGAAGAAAA-
GTG -3 (SEQ I NO:28)

FIXaddXba-R: 5'- ACATTCTCTCTCTAGATTCCCTTGAACAAACTCTTCC -3' (SEQ ID NO:29)
pEDF1-F: 5'- ATGACATCCACTTTGCCTTTCTCT -3' (SEQ ID NO:30)

feelv-R: 5'- ATAGAAGCCTTTGACCAGGC -3' (SEQ ID NO:31)

FIX-Fe delta-F: &~ AAAAACAAAGOTCACTHRACAAAACTCACACATG-
CCCALC -3¢ (SEQID MNQ:32)

FIX-Fo delta-R: 5~ GTGTCAGTTIIGTCAGIGAGCTTIGTITITTCCTT
AATCCAG Y (BEQ IDNO:33)

IgkFec-Notl-F: 5'- ATGCGGCCGCGCCGCCACCATGGAGACAGACACACTC -3' (SEQ ID NO:34)
Fc-Xho-R: 5'- ATCTCGAGTCATTTACCCGGAGACAG -3' (SEQ ID NO:35)

FIXas: ¥-GTICAAAGCTICOCGACGTACGGCCGCCACCATGCAGLGCGTG-
AACATGATC -3 (SEQ IDNQ36Y

FIXa3: 5- CTGTGATGTTCCCACAGTACTTACCAACCTGCGTG -3' (SEQ ID NO:37)

FIXb5: 5'- AGTACTGTGGGAACATCACAG -3' (SEQ ID NO:38)

FIXb3: 5- TGACTCTAGATTCCCTTGAACAAACTCTTCCAA -3' (SEQ ID NO:39)
Construccién de plasmidos de expresion de FIX-Fc

La construccion de los plasmidos de expresion de FIX-Fc comenzd con reaccidon en cadena de la polimerasa con
retrotranscriptasa (RT-PCR) de la secuencia codificante de FIX, seguida de la generacion de varios plasmidos
intermedios diferentes usados para la expresion durante las fases iniciales de investigacion antes de que se crearan
los tres plasmidos finales: pSYN-FIX-021, pSYN-FIX-027 y pSYN-FIX-030. Las construcciones finales de FIX-Fc se
prepararon todas de modo que la regién codificante de FIX se fusionara directamente ala secuencia codificante de Fc,
sin conector intermedio.

La secuencia de factor IX (FIX) natural (n.° de acceso a GenBank NM_000133) se obtuvo por RT-PCR a partir de
ARNmM de higado adulto humano usando los cebadores NatFIX-F y F9-R-ZTM con la RT-PCR Invitrogen Superscript
con kit Platinum Taq de acuerdo con el protocolo convencional del fabricante. El ciclo usado fue 30 min a 50 °C para
la retrotranscripcion, seguido de desnaturalizacién a 94 °C durante 2 miny 35 ciclos de (94 °C 30s,55°C 305,72 °C
1 min), seguido de 10 min de extensién a 72 °C y después almacenamiento a 4 °C. El fragmento de PCR resultante
se subcloné en el vector pGEM-T-Easy para generar pSYN-FIX-001. La secuencia completa entonces se amplifico
usando una versidn extendida de estos dos cebadores para afiadir sitios de restriccion (5' BsiWl), secuencia Kozak y
un conector, y se amplificé adicionalmente en tres reacciones de PCR para afiadir la secuencia de Fc y se subcloné
para crear pSYN-FIX-002, para expresar FIX-Fc N297A en un sistema de vector diferente (pEE12.4/FIX-Fc N297A).
Otras secuencias fuera de la secuencia codificante de FIX se subclonaron en pSYN-FIX-002 para crear pSYN-FIX-
003 (pEE12.4-6.4/FIX-Fc N297A/PACE) y pSYN-FIX-004 (pEE12.4-6.4/FIX-Fc N297A/KEX2), antes de que se
subclonara la secuencia de FIX en un sistema de expresion diferente, pSYN-FIX-011 (pED.dC/FIX-Fc N297A).
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El sitio Xbal se afiadidé a la secuencia de FIX de una manera similar a esa en que el sitio Xmal se retiré de Fc,
anteriormente. En resumen, los cebadores internos FIXaddXba-F y FIXaddXba-R se usaron para afiadir el sitio Xbal
mientras se conserva la secuencia de aminoacidos. Se realizaron dos reacciones de PCR de 25 ul con 50 pmol de
pEDF 1-F y FIXaddXba-R o FIXaddXba-F y fcclv-R usando el sistema de alta fidelidad Expand™ de acuerdo con el
protocolo convencional del fabricante en un termociclador MJ. Ambas reacciones se realizaron con 500 ng de pSYN-
FIX-011 como molde usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 min; 14 ciclos de (94 °C 30 s, 48 °C 30 s, 72 °C 2 min);
72 °C 10 min. Las bandas del tamafio esperado (~290 y 1698 pb, respectivamente) se escindieron de un gel de
agarosa y se purificé el ADN con un kit de extraccion de gel, después se combind en una reaccion de PCR con 50
pmol de cebadores pEDFI-F y fcclv-R y se desarrolld como anteriormente, hibridando a 48 °C y continuando durante
14 ciclos. El plasmido pSYN-FIX-011 se us6 como molde, y los cebadores pEDfI-F y fcclv-R externos a los sitios de
restriccion Pstl (5') y Sall (3') se usaron en el mismo tipo de tres reacciones de PCR para generar la secuencia de
aminoacidos de FIX idéntica mientras se incorporaba el sitio de restriccién Xbal. El fragmento de 1965 pb resultante
se digirié con Pstl/Sall, y se subcloné de vuelta en los mismos sitios en pSYN-FIX-011 para generar pSYN-FIX-013
(PED.dC/FIX-Fc N297A con sitio Xbal). La secuencia Fc N297A posteriormente se corté y remplazé con la secuencia
natural para generar pSYN-FIX-016 (pED.dC/FIX-Fc con sitio Xbal).

La secuencia para la regién codificante de FIX-Fc final (sin ningun conector) se generd de una manera similar. En
resumen, los cebadores internos FIX-Fc delta-F y FIX-Fc delta-R, que hibridan con la secuencia de Fc o FIX con un
saliente correspondiente de FIX o Fc, se usaron para retirar la regidon de conector. Se realizaron dos reacciones de
PCR de 25 ul con 10 pmol de pEDFI-F y FIX-Fc delta-R o FIX-Fc delta-F y rcFc-R usando polimerasa de alta fidelidad
Expand™ similar al protocolo convencional del fabricante, sustituyendo en tampon E Failsafe™, en reacciones de 10 pl
en el Rapidcycler. Ambas reacciones se realizaron con 500 ng de pSYN-FIX-016 (pED.dC/FIX-Fc con Xbal) como
molde usando los siguientes ciclos: 94 °C 1 min; 14 ciclos de (94 °C 0s, 52 °C 0's, 72 °C 90 s, pendiente 6,0); 72 °C
10 min. Las bandas de tamafio esperado (~1496 y 710 pb, respectivamente) se escindieron de un gel de agarosa y
se purificé el ADN con el Eppendorf Perfectprep Gel Cleanup Kit®, después se combiné en una reaccion de PCR con
10 pmol de cebadores pEDFI-F y rcFc-R y se desarrollé como anteriormente, hibridando a 52 °C y continuando durante
14 ciclos. El fragmento de 2200 pb resultante se digirio con Xbal/Rsrll, y el fragmento de 1255 pb resultante se
subcloné de vuelta en los mismos sitios en pSYN-FIX-016 para generar pSYN-FIX-020 (pED.dC/FIX-Aconector-Fc
con sitio Xbal).

La secuencia FIX-Aconector-Fc posteriormente se cortd y se subclond en los sitios EcoRI/Hindlll de pcDNA4/myc-
HisC para generar pSYN-FIX-021 (pcDNA4/FIX-Fc con sitio Xbal). Obsérvese que, aunque este vector puede usarse
para afiadir las marcas myc y His a la proteina de interés, este plasmido se construy6 de tal manera que solamente
produjera la proteina FIX-Fc sin marcas.

Se proporciona una secuencia de nucledtidos para FIX-Fc en pSYN-FIX-021, que incluye el prepropéptido, como SEQ
ID NO:65.

SEQ ID NO:B5

ALYoRYCFCY
gystatotae
crgagtegge
gsgagagsat
actygaaagaa
poatgtttaa
Lhrggatety
tgogageagt
tategactty
gtitotgiht
tatgtaaatt
stisatgact
cagyt gttt
Lggatiygtaa

tgaacatgat
toagigonya
caaagaggta
grtatggaags
SaAckgazth
atggogygeag
GAFFAEATIE
tttgtasaan
TAGHERAILCA
caealkrctic
gtactgaage
reagtogygt
tgaatggitaas

cigutgoeaca

walgyeagaa
atgtanagtl
tsatioagqt:
agaghghagt
LLggsageeyg
ttgcarggat
otgtylatta
tagtgnugat
gaagtootgt
txagotuace
tgalaccatt
tyrtgytyga
agttgatgos
ctgtgt tgay

LEALCRYGRT
teEtotigate
aa3ttggasy
tetgaragaag
tatgttgaty
gacatiaaty
gatgtaaralt
saacaaggtyy
JRACTRGCAYG
ocghgotgagr
thggataada
gaagatguoa
rteegtggay
agLoglgtta

reateaceat
aLyaaaasge
agtttyttoy
casgagasyt
gagatoagty
entatygaaty
gtaawvatias
trtgoiooty
tgecattice
otgreittee
teacterasg
ragoagyLes
gttatatogt
RaLLaBagh
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chgoettitta
cRatasLL
agggaatota
tottgaanac
tgagbooaat
ttygtgtooe
gaatggeaga
taorgagggs
’tgtggsaga
tgatgtggac
GGt oy
arteeeteyy
taatgaasas
tygiogtagyt
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gaacataata
fuled Bt lulos- 1ok
cLaRetgass
tacaCgARCA
canaaaggYa
asatgiobte
grAaggagqts
gygaccagtt
tatggaatat
actygacasas
grottogtat
acatgogtygy
Faoggagtgg
tagoagtgiyg
AAGLFUASGY
aaagugtage
HHYRICCEYG
GRLagQags
toogaoggot
gggsacgtcl

agactoteos

tigagyagas
aotacaatge
cottaghyct
tattootaas
gatoagottt
gatotacaad
gagattoatyg
rottsactygy
atacogaggt
etoacacaty
tonooacsas
tggtggacgt
agglgoataa
Coagogi ot
tetoeaacas
COCYIPAISC
toageetgac
gUIAALYGIUR
cetiotioot
tebostgore

tgtoteoegygy

agaacatacs
agotatigat
asacagotac
attiggatot
agttcttcay
gritoscoato
toaaggagat
aattéttaga
gtoceggtat
Tcoasogtge
BOUGRAGHAG
QAFCCALYR S
Ltgosaagans
catoghocty
ggootascs
acaggtgtac
stgaotggte
QUOGHAGHIC
ctagageaayg
cghgatgeat

taan
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gagcaaaays
aaytacaace
gtracaaota
gackatgtas
tacottagag
tataacaaca
Agtygasgsc
Eggggtgeag
gteaaotygga
coagetorgg
ancotcalgs
gaCLTLYaYy
ABQCCYLAYY
cacoRggact
gowsceatog
aoostgaecee
asaggrioot
ABCTACIHYS
ctoroogl gg
gaggototgs

gazatglgar
atgacatige
totgeatoge
grogetggay
tteocantigt
tgtictgtge
coaatgttas
agrgtgesat
Lraagysaaa
aactontqgy
totoaoggas
woaagtioaa
aggagragka
gycligaatgy
agaaaaseat
catcoogggs
atoccageogs
CRACFIOTCT
ACRIAGIGoAY

auagctacts

taogaatiatt
sotictyggas
rgaoasgyaa
s&Fagtetto
tgacegagos
rggottoeat
tgaagbgyasa
GRARGYCARSE
JACRAAGOEC
cgpacogLoa
o bgagghe
cuggtacyty
CEdcagoany
caaggagtan
etacaaages
tgagetgace
catogoogty
ogtgiiggac
gtggnaegrag
CATYCAGIRF

La secuencia de nucledtidos en la parte de factor IX se modificd a partir de los que esta presente en GenBank para
incorporar un sitio Xbal sin cambiar el cédigo de aminoacido. Especificamente, la secuencia codificante en la regién
N59, L60 y E61 se cambié de AAC CTT GAG a AAT CTA GAG en los nucleétidos 177 y 180, que afiade un sitio de
restriccion Xbal. También hay un cambio no codificante en V447 de GTA a GTG en el nucleétido 1341. En la region
Fc, la secuencia de nucleotidos se modificd para que incorporara sitios de endonucleasa de restriccion, mientras se
conservaba la secuencia codificante. Especificamente, los codones en la region para Ad472, P473 y E474 (numeracion
EU de Fc 231-233) se modificaron de GCA CCT GAA en la secuencia de nucleétidos para la regién Fc de IgG 1 en el
n.° de acceso a GenBank Y14735 a GCT CCG GAA en los nucleétidos 1416 y 1419 para incorporar un sitio de
restriccion BspEl mientras se conserva el codigo de aminoéacido. Ademas, los codones en la region para G477, G478
y P479 (numeracién EU de Fc 236-238) se modificaron de GGG GGA CCG a GGC GGA CCG en el nucledtido 1431
para incorporar un sitio de restriccién Rsrll mientras se conserva el codigo de aminoacido. Finalmente, hay una
diferencia no codificante en L640 de CTG a TTG.

La secuencia de aminoacidos de FIX-Fc codificada por SEQ ID NO:65 se proporciona como SEQ ID NO:66, en donde
la secuencia sefial (28 residuos) se muestra en cursiva y el propéptido (18 residuos) se muestra en negrita.

SEQ I NO66

MRRVEMIMAR SPGLITICLL oYILSAECTVY PLOHENANKI INRPERYNSG KLEEEFVOGNL S0
ERECHMERRKDS FREBREVIER TERTTEFWKG YVIOGDOCESN RCLNGGESCKD DINSYECRCEZ  LZ0
FGYEGKNORL DWTCNIKRGR CEQRCENSAD NRVVCICTES YRLAENQEST EPRVEFPCER 180
VEVEQTSKLT RAETVERIVD YVHETEAETY LONITQSTOS FROFTRVUGE SDAKPGLREFPW 240
QYVLNGRYIA PCGEEIVREK WIVTARHCVE TGVEITVVAG ZENIEBETEHT TOXRWVIRII 300
PHENYRARIN KYNHBIALLE LDEPLVLNBY VIPICIADKE YIRIFLKFGS GYVSGWGRVE 380
HYEGRSALVLG YLRVPIVBRA TOLRETKETI YNMMECAGFA DGOROSUQGH SCLYHVTEVE 438
GUSFLTGIIE WOEECAMKGE YOIYTXVSRY WNWIKEKTKL TOETHICPEC PRPRELIGERS 480
VELEPPEERD TIMISRTPEV TOVVVDVSHE DPEVKENWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST 540
FRVYVSVLIVE SQDWLNGEEY XOKVESRKALEF APIPKTISKA KGQFREPQVY TLRPSROELT 800
EROVELTCLV KGFYPSDIAY EWESRGQPER NYETTPPVLD SDGSEFLYSK LIVDKSRWQQ 660
GNYEFSCSVMH ERLBHRYTOK SLELSFPGK B8

Construccioén de un solo plasmido para la coexpresion de FLF-Fc y Fc
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Para la construccidn del Unico plasmido para la expresion de FIX-Fc y Fc, se afiadieron diferentes sitios de restriccion
a la secuencia codificante de péptido sefial de Igx de ratén-Fc usando los cebadores IgkFc-Notl-F y Fe-Xho-R. El
molde para esta reaccién de PCR fue pSYN-Fc-011 (pGEM T-Easy/secuencia sefial de Igx-Fc sin sitios BspEl, Rsrll).
Se configuré una reaccién de PCR de 10 pl con 100 ng de molde y 50 pmol de cada cebador usando la polimerasa de
alta fidelidad Expand™ complementada con tampén E Failsafe™ en el Rapid Cycler. La reaccion de PCR se realizd
usando los siguientes ciclos: 94 °C durante 1 min; 15 ciclos de (94 °C durante 0 min, 48 °C durante 0 miny 72 °C
durante 1 min) seguido de una extensién final de 72 °C durante 10 min. El producto de PCR se procesd en un gel de
agarosa, y el fragmento esperado de ~700 pb se escindié y se purificé el ADN usando un kit de extraccion de gel
QlAquick. El producto de PCR se clon6 en pCR2.1-Topo. La secuencia codificante de péptido sefial de Igx de raton-

Fc se clono6 entonces en pBudCE4.1 usando los sitios de restriccion Notl/Xhol.

La secuencia de nucleétidos para la region Fc en pBudCE4.1 (asi como en pSYN-FIX-027 y pSYN-FIX-030, a

continuacién) se proporciona como SEQ ID NO:67.

SEQ 1D NO:6?

abtYYBGR CRY
gRCADAZOTL
ttoghethoo
tgoghagtyg
ggcgtgoagy
cgtgtagios
Tgcaaggiat
gggoagones
RAVSSAYYFLCS
tgggaygagea
FAOYGFOL L
aacgtotiot

acacacLeoy
acanRLtyens
COTTIAFACD
tggacytgag
tgoataatge
goegtoctoae
COHARCRIAFT
gagagcoans
gootgacatg
L gggoaga
teioetony
cargotongt

getatgggta
agogtgooes
CRAIPGACBLC
ceatgaagas
casgasaaag
egtoatgean
coteanagos
gotgtacacs
ectggtanas
Jgagaasaac
CHFoIAGOEC
gatgeatgay

ctgotgetet
graseigane
shoatgatot
cotgagytoa
Lades faleteiat:tdat
Ccagzaaigac
cecstogaga
ctgoeoecat
gaotiotate
tacasgaccs
SCOELGIROH

getorglaca

gogticoaysg
tectaggagy
QUOGGROLSS
agLlascty
agoagtacaa
tgaatggcas
asancatete
gangogatgs
seagegasst
cguotecsgs
agagraggty

aoeactaoas

ttoractggt
ancgtoagte
tgaggtoaca
Fracgtggac
cageacghad
ggagracasy
caasgoosas
gULgRocHsy
cgoogbggay
griggactos
geageagged
geagazgage

ctotocetgt atocogygtaa a

La misma secuencia sefial de Igx de ratdn usada en pSYN-Fc-015 se utilizé para esta construccion. En la region Fc,
la secuencia de nucleétidos se modificéd para que incorporara un sitio de endonucleasa de restriccion, mientras se
conservaba la secuencia codificante. En la regién Fc hay tres diferencias no codificantes en comparacion con la
secuencia o la region Fc de IgG1 en el n.° de acceso a GenBank Y14735: G236 (numeracion EU) se modificé de GGG
a GGA en el nucledtido 108, R465 (numeracién EU) se modificé de CGG a CGC en el nhucledtido 465, y una diferencia
no codificante en L640 (numeracién EU) se modificd de CTG a TTG en el nucleétido 592.

La secuencia de aminoéacidos es idéntica a la de pSYN-Fc-015 (SEQ ID NO:64).

FIX-Fc entonces se cloné en pBudCE4.1 que contenia la secuencia de IgkFc. FIX-Fc se escindié de pSYN-FIX-020
(anterior) usando las enzimas Hindlll y EcoRI y se clond en los mismos sitios en pBudCE4.1/IgkFc. El plasmido final
que contenia FIX-Fc posterior al promotor de CMV e IgxFc posterior al promotor EF1a en pBudCE4.1 se denomino
pSYN-FIX-027.

Construccioén de un solo plasmido para la coexpresion de FIX-Fc (con un intrén | de FIX truncado) y Fc

Se generd una construccion de expresion de FIX-Fc adicional que incluia una forma truncada del intron | de FIX (n.°
de acceso a GenBank NC_000023), que habia demostrado previamente aumentar el nivel de expresién de FIX debido
a secuencias de empalme funcionales presentes en el ARNm precursor. Kurachi S et al. (1995) J Biol Chem. 270:5276-
81. La parte truncada del intrén | de FIX se obtuvo por PCR inicialmente en dos trozos que entonces se ensamblaron
juntos en una tercera reaccién de PCR como sigue. Se realizaron dos reacciones de PCR de 50 ul con 45y 90 pmol
de cada uno de los cebadores FIXa5y FIXa3 o FIXb5 y FIXb3 usando polimerasa de alta fidelidad Expand™ de acuerdo
con el protocolo convencional del fabricante en el termociclador MJ. Ambas reacciones se realizaron con ADN
gendmico humano como molde usando los siguientes ciclos: 94 °C 3 min; 16 ciclos de (94°C 30 s, 58 °C 30, 72 °C
90 s); 72 °C 13,5 min. Las secuencias de 141y 157 pb de la region del extremo 5'y 3', respectivamente, del intrén |
de FIX se obtuvieron y unieron por PCR en un segundo conjunto de reacciones de PCR que se realizaron como
anteriormente, usando una mezcla de estos productos como nuevos moldes y los cebadores FIXa5 y FIXb3. Este
fragmento se clond inicialmente en el vector intermedio pCR2.1 TOPO para generar pSYN-FIX-028
(pcR2.1/miniintron1 de FIX). El fragmento Hindlll/Xbal que contenia el miniintrén de FIX dentro del contexto de la CDS
de FIX ("minigén") entonces se subcloné en pSYN-FIX-027 para generar pSYN-FIX-030 (pBUD/FIX-miniintrén 1 de
Fc/Fc).

30
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Se proporciona una secuencia de nucledtidos para FIX-Fc en pSYN-FIX-030, que incluye el intrén, como SEQ ID
NO:68. Esta secuencia de nucleétidos coincide con la de la construccion pSYN-FIX-021 (véase SEQ ID NO:65), aparte
de la insercién en pSYN-FIX-030 del intron truncado de 299 pb aproximadamente entre la secuencia codificante del

10

péptido sefial y la secuencia codificante del propéptido.

SEQ ID NO:68

atycagogey
gaatarotas
gottgoonit
gatttganay
agcatoacay
EEETETLET R
cLaaAgaaLt

tgeatogyus
RgagIgRALY
chgalaganc
catgtttass
trggatttys
gegageagtt
ALogrOLLGC
trtotgtita
argtaaatie
Lraatgagtt
agytrgoety
sERcLatasc
aacataaiat
gtoaccacsa
LHERCHARICT
asangsacat
BORRBYIFRY
catglattey
aaguagItay
gaeoaghtt
srggastata
CLGRORRABL
tottoptott
cabgogtggh
acgyugtgg s
acogtgtogt
agtgeaaggt
aagygLagos
RGEADLAYGL
agtyggagag
coganggets
ggyaangtodt
gontotooet

La secuencia de aminoacidos de FIX-Fc resultante es idéntica a la de pSYN-FIX-021 y pSYN-FIX-027.

Ejemplo 3

Lgaacatgan
teagtgaotgs
tagatstaga
caatatigas
attthggete
sotttotias
atLotTLLal

asagaggtat
catggaanas
aaschgaatit
tggoggragt
aggaaagaac
Ligtaasaat
sgaszacoayg
acazactigol
nactgaagoet
cactogggbt
gaatggtaas
tgorgeccac
LHRGYRGBCI
CLacaaLgos
otraghgota
cttoctcasa
arcagetoes
AL oRACAURG
agattcatygt
cttaaebyggy
tacvasgyty
toavacatgy
TERetCadan
getagacgty
gobtguatand
cagogtegto
crocRacyRa
coga gasona

cagoetgace

cRatgggoRy

chLottooto
croatgotons
grotangygys

Clonacioén de PC5

catgylagas
atgracsggl
astatotgar
gagtotaaca
aptgooctas
gqagatgiaaa
agitoagatt

aattcagyta
azghgtagtt
tggaagcagt
Lgoasggatg
rgtyaattag
agtyctgatsa
aagvootagly
rageterces
agacocattlt
grtggtogag
grtzatgoeat
tgtyttgans
gaacatacag
gotattaata
acagotasy
ttiggatety
ghrottoagt
toeaccatotd
CARGHEAGgRL S
attattaget
toeeggtaty
coacoghgos
LCERAPGACK
AQCCATYREY
GCCaSHACS
acogtootyge
geoot oonay
caggtgtaos
tgeeigyton
soggagasEca
tacagoaags
gtgatgoaty
“aa

testcagye
trgtttnett
gebgtotiet
YreAGoRCGS
BGAGIAALRG
alitrcatyga
tiottgatoa

aattggaaga
Trgangasge
atgttgatgy
aattaatte
atgrageatg
asaaggugal
ageLaygLagt
SLYCLFaEsc
tggataacat
aagatgccas
totghggagy
crtygtgttaa
RFTSIRBFOY
agtagranca
tracacotat
gotatgtsag
aecttagagt
atazcazoat
gtagggggace
YTt yaaga
EoERTLYYRY
sagrteoggs
coehoatgst
accetgagyt
AGUERLYYFR
anoRGYPRCLY
eococatoya
LRCLERRCTE
aaggettceta
acLACURGIC
Leacogtyga
aggetotgea

toatoacear
tttbaaaata
teactasalt
aggtiggtasa
gottooagat
tgbtriottt
TYAZRATICT

ghttgticaa
acgagaagt
agateagigt
nratgastgh
tagcatbanyg
trgetockgt
geosttiooa
tgrrbttect
cacteaaage
accagygreas
stetategte
aaltitacagtt
adatgtgatcy
tganatiged
tigoattget
tagelagygs
tooactigtt
gttotgtget
coatgttacy
gtgrgoaaty
THRAZYRAARR
avtoctgagn
crocoggace
caaytteasc
gygagcaghac
golgaatyge
geagavoate
atooogigat
Tonragegad
csegentone
SEE L Etetat T Tos
CRACCATTAC

31

stgeetitta
catigagtat
ttgattacat
gtavtgtyygy
tavttggatt
thtgctaaaa

AaTRAJALLD

gggaatbotag
tLEgaasacs
gagteonste
LgutaLooyt
rFLgFCIgEL
antgaggyat
Lgtgijaagag
gatgtggact
scacaatoat
ttoectigge
AALGAAAIHL
grogeagyly
agaattatic
erfotgygaas
gacaaggaat
agaghottoo
GATLYIYOTR
ggottosaty
gaagtygasyg
AGAGYEIIAT
JFLnaagoton
ggaccgloag
eOtgRYGEoAR
tggtacgrgy
satageacys
daggagtacs
tospargoey
gagotgaica
ategengtyg
gtgttggact
tTggragcagg
angeagaxga
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La secuencia codificante de PC5 humana se obtuvo por RT-PCR. Se usaron los siguientes cebadores (las areas que
hibridan con el ADNc se indican en negrita):

PCS-KpnlwF: 5'- ATCTACACCATCTCCATCAGCAGC -3' (SEQ ID NO:40)

PCS Notl-R: 5'- AAGGCGGCCGCTCAGCCTTGAAATGTACATGTTTTGC -3' (SEQ ID NO:41)
PC5-UTR-F: 5- AGCGAGGGAGCAGCGAGG -3' (SEQ ID NO:42)

PC5-HindlllI-R: 5'-GGTAGTTGACATGGCGGTTGG -3' (SEQ ID NO:43)

PC5-Afl2-F: 5'- CAGCGACTTAAGCCACCATGGGCTGGGGGAGCCG -3' (SEQ ID NO:44)
PC5-Kpnl-R: 5'- GTAGGTTGTGGCCAGCGTGG -3' (SEQ ID NO:45)

La secuencia codificante de PC5 humana (n.° de acceso a GenBank NM_006200) se obtuvo en dos trozos. El 3' ~1750
pb se obtuvo usando los cebadores PC5-Kpnl-F y PC5-Notl-R con Invitrogen Superscript RT-PCR con kit Platinum
Taq de acuerdo con el protocolo convencional del fabricante, a partir de ARNm de higado humano. El ciclo usado para
la retrotranscripcion fue 30 min a 50 °C seguido de desnhaturalizacién a 94 °C durante 2 min y 35 ciclos de 94 °C
durante 15 s, 54 °C durante 30 s, 72 °C durante 3 min, seguido de 10 min de extension a 72 °C y después
almacenamiento a 4 °C. Esto produjo un fragmento desde el sitio Kpnl interno en la secuencia codificante de PC5
hasta el coddn de parada, con un sitio Notl afiadido al extremo 3'. Este fragmento entonces se clond en pCR2.1 TOPO
de acuerdo con el protocolo del fabricante para generar pSYN-PC5-001 (pCR2.1/PC5 (Kpnl-Notl)). Este fragmento
entonces se subcloné en pcDNA3.1/hygro usando los sitios de restriccién Kpnl y Notl para generar pSYN-PC5-002
(pcDNA3.1/hygro/PC5 (Kpnl-Notl)).

El 5' ~1100 pb de PC5 se obtuvo en dos etapas. En primer se amplificé por RT, usando los cebadores PC5-UTR-F y
PC5-HindllI-R para amplificar un fragmento de ~1520 pb a partir de ARNm de higado humano, usando condiciones
similares como anteriormente, con una temperatura de hibridacion de 57 °C. Estos cebadores tienen homologia
completa con la secuencia de PC5 natural, en la secuencia 5' no traducida y la secuencia 3' desde el sitio Hindlll Unico
interno, respectivamente. Obsérvese que este sitio Hindlll no esta presente en la construcciéon final debido a una
sustitucién sindnima de nucledtido. Este fragmento de ADN entonces se purificé del gel y se usd como molde para
una segunda reaccién de PCR con PCS-AfI2-F, que afiade un sitio de clonacion Aflll seguido de una secuencia Kozak
a la secuencia codificante N terminal en el extremo 5', y PC5-Kpnl-R, que hibrida en 3" al sitio Kpnl Gnico interno, para
generar un fragmento de ~1100 pb. La reaccidn se realizé con el sistema de alta fidelidad Expand™ de acuerdo con
el protocolo convencional del fabricante en un termociclador MJ usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 min; 14 ciclos
de (94 °C 30s, 57 °C 30 s, 72 °C 2 min), seguido de 72 °C 10 min. Este fragmento entonces se subclond en pSYN-
PC5-002 usando los sitios de restriccion Aflll y Kpnl para generar pSYN-PC5-003 (pcDNA3.1/hygro/PC5).

La secuencia de nucleétidos que codifica PC5 en pSYN-PC5-003 tiene la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 61):
SEQ I NO6Y

atgggetaay
et ogYy y
gtoasaatog
ABLRLAGHRE
aaaaggbsayg
gaatygatog
guocagtcta
gacaatacag
BOGIYRBgA
oigatgoaas
atgootogty
YeAGEEYoLy
ggaglycgaa
BHGCOCOEGE
FLYYRAGGYART
agagyectoyg

gaagoeegoty
gekgeskgoet
cegugggett
agaLagIIge
ttatotogay
asgagoaagt
notatticas
atwoctgeas
sesttgtggh
agtacgatygl
atgatgeaay
caaacaatic
tgetggacygy
acgugeacal
cagoegoeeet

getetgtgit

ctgetgeoag
croaegtgtyat
COTHIRGIIC
cotgaagnac
cagaggyaca
ggtassaaag
Tgatectaay
gtotgacaty
castatooty
totggoaagt
ceangagase
geactgoacs
asgatglaacy
ttaeagoeges
CatecggTas

tatttgguca

ggscgiiiyg
cYgaTICYeY
ageagateg
tactaccadt
cacagttics
CQYRCERAYS
tggencagta
aatakbugaay
FRLysCYgeEa
Lgugacgtaa
aszgeatggya
greggsatiy
gacatgyig
sgotggggoe
goottegazs
totggaautyg

aeotgetgtyg
tebasasnas
geagtazgia
totaaoatay
tttoartygga
guygettatga
tgtagtatat
gagoolgyas
thgagagean
stygggsatyga
ctagetgtge
ctttesange
azgerasrate
sggatgatga
asggegtiag
gtggaaqgygay

32

cgtactygey
COATLEYIna
cggatteata
caggacgatt
aceasagty
attragtogd
geactgoagl
gagaggalac
coateoagat
CLLYGaTUrS
tggagaagly
caagatogga
Fgtiagohie
tgucaagact
BaNGHIFCIF
CEFIAYICCBL
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rgotochgty
agogaaaaga
agoguagagt
agocacacty
gaagocaata
gogggacatt
cttiatggat
gecgtiooan
cetaacagty
catghcaact
gacuLggno
crattigats
SEAgaIIYIY
aactriaaga
cagoeatait
HRAGACTRES
agugaggtty
tacaagoiga
gocyganazga
gghgaccast
griadicact
agtgaaaasct
agocLgLagy
gactgonage
attaactgna
agatattant
agttgitiga
ceotragach
tgggaugaay
ortoascaac

SEQ ID NO:61 contiene sustituciones de la secuencia de GenBank que no afectan a la secuencia codificante de
aminoacidos. Especificamente, el nucleétido en la posicion 399 (correspondiente a la posicion 876 del n.° de acceso
a GenBank NM_006200) es una T en lugar de una C, pero conserva el aminoacido Ser 133 (correspondiente a la
numeracion de aminoacidos en el n.° de acceso a GenBank NP_006191); la posicién del nucleétido 1473 (posicion
1950 en GenBank) a una C en lugar de una T, pero conserva el aminoacido Ala 491; y la posicion del nucledtido 1485
(posicién 1962 en GenBank) es una A en lugar de una G, pero conserva €l aminoacido Ser 496. Obsérvese que el

stggebacac
aaLerrygata
catasgataa
ggacgtoaga
ocgtttotgas
vgaacgotaa
tiggachgal
gguagcacgt
caghygugobe
acctyggages
totacongac
astooatyya
ctgtagtygs
ctaocaggtaa
CATOABITCIS
cagasgacta
gotgtgaogy
asaacaatan
aygsgotgcag
gaargtaootg
goostgatay
geaagacaty
gatoooyghy
actgooacag
cagRgPosrnd
ttgacraste
cghguantygy
Laggaastgty
gaggot oty
Lhogaekgoay

caatageste
CceligaRagaRg
gasaqreats
cTLRPTEROS
crggagagac
Lgachyggaas
GUACYTIGIB
ghargtggay
catctacazs
ngtoghogty
shegeeateh
aggaticgasn
ctgagreoctt
attgaaagaa
rgaatihosy
LYGTaCAgAY
gouaggaces
Caggatotyt
gaagegtgon
caaatatgys
gtearatoay
tastgaatic
gtobgootee
cthohgegos
erbeatgyas
toeagagank
Coeaggatte
teasakaaya
tatgethgly
aavatghaca
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tacaocabol
tyticatoca
FNtanagans
atggoigeag
gtacagoatg
aecastgotg
goeoatgghga
AgracCIYICS
guotoagyon
cgeatoaces
gaanctangt
aacLggaagt
gasgttistyg
tggtontigg
aaagtyggaan
gatiatgoag
garmactyea
gtrteoagot
coodattgly
tactttctya
gatacoaaga
cataachgta
gtgaagaty
ancigtgoety
gatapgagat
gaatasaast
aagaactgra
gocatihacs

HRAAAFRACA

TELoaagEs -

cnateageag
cgatggaoean
pge 2 Ye titur TV ielsd
geabcattge
ttaktghoay
atggthttas
tggagaeags
gagaaateaa
gotcagatasa
rCanocaney
ctoagehitt
tostgaceat
atactooots
tectotacgy
gattocooba
gLesengaga
atgautgtts
gecesortyy
agtootgals
atgasylaac
aasatotitty
cagaatglay
gacggbatan
IgITAIAgS
gogtgeagay
cotgoanaga
caagetgose
aggatgeaac

atotgrgeaa

cachgoagaa
aascltacage
Trgoacggan
gotggoootg
gachbieaogt
gatgagoasat
gasgtggace
gaeaatooge
TOCCRRCUTD
caggagagga
GUGTIATAGR
teatbgotyy
Toagotasgy
cacoteoygtg
tagoogagtt
coctgagtge
FeaCEATLAC
ceactaccay
tgggagaean
caasagetgl
CEIGIARLIC
sgatgggtia
CRACGFOCAG
tgatgygtus
ctgtagtata
atgtgatatea
tagtgégtat
ggangagt oo
acgyasgyhl

cambio nucleotidico en la posicién 1473 elimina un sitio de restriccion de Hindlll.

Ejemplo 4

Clonacioén de PACE-SOL

La secuencia codificante de PACE humana se obtuvo por RT-PCR. Se usaron los siguientes cebadores (las areas que
hibridan con el ADNc se indican en negrita):

PACE-F1: 5'- GGTAAGCTTGCCATGGAGCTGAGGCCCTGGTTGC -3' (SEQ ID NO:46)

PACE-R1: 5- GTTTTCAATCTCTAGGACCCACTCGCC -3' (SEQ ID NO:47)

PACE-F2: 5'- GCCAGGCCACATGACTACTCCGC -3' (SEQ ID NO:48)

PACE-R2: 5'- GGTGAATTCTCACTCAGGCAGGTGTGAGGGCAGC -3' (SEQ ID NO:49)

El cebador PACE-F 1 afiade un sitio Hindlll al extremo 5' de la secuencia de PACE que empieza con 3 nucleétidos
antes del coddn de inicio, mientras el cebador PACE-R2 afiade un codén de parada después del aminoacido 715, que
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existe en el extremo del dominio extracelular de PACE, y también afiade un sitio EcoRI al extremo 3' del codén de
parada. Los cebadores PACE-R1 y PACE-F2 hibridan en los lados 3'y 5' de un sitio BamHI interno, respectivamente.
Entonces se configuraron dos reacciones de RT-PCR usando 25 pmol de cada uno de los pares de cebadores de
PACE-F1/R1 o PACE-F2/R2 con 20 ng de ARN de higado humano adulto (Clontech; Palo Alto, CA) en una reaccion
de RT-PCR de 50 pl usando SuperScript™ One-Step RT-PCR con sistema PLATINUM® Tagq (Invitrogen, Carlsbad, CA)
de acuerdo con el protocolo del fabricante. La reaccion se realizé en un termociclador MJ usando los siguientes ciclos:
50 °C 30 minutos; 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 2 minutos), seguido
de 72 °C 10 minutos. Estos fragmentos se ligaron cada uno en el vector pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI) y se
secuenciaron completamente. El fragmento F2-R2 entonces se subcloné en pcDNAB V5/His (Invitrogen, Carlsbad,
CA) usando los sitios BamHI/EcoRI, y después el fragmento F1-R1 se cloné en esta construccién usando los sitios
Hindlll/BamHI. El plasmido final, pcDNAB-PACE, produce una forma soluble de PACE (aminoacidos 1-715), ya que se
ha eliminado la regién transmembranaria. La secuencia de PACE en pcDNAGB-PACE es esencialmente como se
describe en Harrison S et al. (1998) Semin Hematol 35(2 Suppl 2):4-10.

Ejemplo 5

Clonacion de Kex2-SOL

La secuencia codificante de la endoproteasa de levadura, KEX2, se obtuvo por RT-PCR de ARNm poliA+ de
Saccharomyces cerevisiae (BD Clontech, cat. n.2 6999-1) usando los siguientes cebadores (las areas que hibridan

con el ADNc se indican en negrita):

KEX2-F: 5'- GCGCTAGCCGTACGGCCGCCACCATGAAAGTGAGGAAATA-TATTACTTTATGC -3' (SEQ ID
NO:50)

KEX2-Bglll-F: 5'- GCTATTGATCACAAAGATCTACATCCTCC -3' (SEQ ID NO:51)
KEX2-Bglll-R: 5'- GGAGGATGTAGATCTTTGTGATCAATAGC -3' (SEQ ID NO:52)

KEX2-675-R: 5'- GCGAATICCGGTCCGTCATTGCCTAGGGCTCGAGAG-
TTTTTTAGGAGTGTTTGGATCAG -3' (SEQ ID NO:53)

Estos cebadores se usaron para obtener la secuencia codificante de KEX2 (aminoé&cidos 1-675), el homdlogo de
levadura de PACE, en dos trozos de una manera similar a la usada para PACE-SOL, ejemplo 4 anterior; asimismo, la
region transmembranaria se elimin6 para generar la forma soluble de la proteina.

Ejemplo 6

Clonacion de PC7 SOL

La secuencia codificante de PC7 se obtuvo por RT-PCR de ARNm de higado adulto humano usando los siguientes
cebadores (las areas que hibridan con el ADNc se indican en negrita):

PC7-BamMut-F: 5'- GCATGGACTCCGATCCCAACG -3' (SEQ ID NO:54)
PC7-BamMut-R: 5'- CGTTGGGATCGGAGTCCATGC -3' (SEQ ID NO:55)
PC7-F: 5- GGTAAGCTTGCCGCCACCATGCCGAAGGGGAGGCAGAAAG -3' (SEQ ID NO:56)
PC7-SOL-R: 5- TTTGAATTCTCAGTTGGGGGTGATGGTGTAACC -3' (SEQ ID NO:57)
PC7-Xma-F: 5'- GGCACCTGAATAACCGACGG -3' (SEQ ID NO:58)
PC7-Xma-R: 5'- CGTCACGTTGATGTCCCTGC -3' (SEQ ID NO:59)
Estos cebadores se usaron para obtener la secuencia codificante de PC7 (aminoacidos 1-663) en tres trozos de una
manera similar a la usada para PACE-SOL, ejemplo 4 anterior; asimismo, la regién transmembranaria se eliminé para
generar la forma soluble de la proteina.
Ejemplo 7
Generacion de anticuerpo contra propéptido

Se sintetizé un péptido con la secuencia TVFLDHENANKILNRPKRC (SYN1117; SEQ ID NO:60) correspondiente a la
secuencia de propéptido de 18 aminoacidos de FIX, con un residuo de Cys afiadido al extremo C para la conjugacién
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con hemocianina de lapa californiana (KLH). Este péptido se conjugé con KLH, se inmunizaron dos conejos blandos
New Zealand y se recogieron los anticuerpos.

El péptido SYN 1117 se conjugd con gel de yodoacetilo Ultralink® (Pierce, Rockford, IL) de acuerdo con el protocolo
del fabricante. El péptido ligado al gel posteriormente se compacté en una columna y entonces el anticuerpo se purificod
por afinidad sobre la columna de propéptido inmovilizado por flujo de gravedad. Se filtraron 10 ml de antisuero a través
de un filtro de jeringa estéril de 0,2 um para retirar la materia en particulas. Entonces se aplicé el antisuero a la columna
en fracciones de 1,5 ml, que dejaron unir, cada una de ellas, a la resina durante 1 hora. La columna se lavé con PBS,
y el anticuerpo purificado se eluy6 en glicina 100 mM, pH 2,8, después se neutralizé6 con Tris 1 M, pH 9,0. Las
fracciones que contenian anticuerpo (determinadas por A280) se combinaron y dializaron en PBS y se afiadié azida
de sodio al 0,2 % para almacenamiento.

Ejemplo 8
Transfeccion de lineas
Transfecciones de HEK 293

Se adaptaron células HEK 293H a cultivo adherente usando medio que contenia suero. Se transfirieron células en
suspensioén a un matraz T75 que contenia medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (alto en glucosa)
complementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% y aminoacidos no esenciales 0,1 mMy se cultivaron como cultivos
estacionarios a 37 °C/5 % de CO2. Las células HEK 293H adherentes se cubcultivaron cada tres a cuatro dias. El
subcultivo se realizé desalojando las células del fondo del matriz por pipeteo suave del medio arriba y abajo.

Placas de 10 cm?

Se sembraron placas de 10 cm? con 2,5 x 108 células en 10 ml de medio de cultivo adherente un dia antes de la
transfeccion. Las transfecciones se realizaron usando reactivo de transfeccion Profection de fosfato de calcio
(Promega, Madison, WI). Tres horas antes de la transfeccion, el medio se remplazé con 10 ml de medio de cultivo
reciente. Para cada transfeccién, se afiadieron 500 pl de solucién salina tamponada con HEPES 2x (HBS 2x) a un
tubo estéril. En un segundo tubo estéril, se mezclaron 20 pug de ADN (9 ug de FIX-021/9 ug de Fc-015/2 ug de PC5-
003 0 9 g de FIX-027/9 ug de Fc-015/2 ug de PC5-003 0 9 ug de FIX-030/9 ug de Fc-015/2 ug de PC5-003) con 62
ul de CaClz 2 My el volumen total aumenté hasta 500 pl con agua estéril. La mezcla de ADN/CaCl: se afiadié gota a
gota al HBS 2x mientras se agitaba con vortice. La mezcla de ADN se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente y después se agitd con vortice de nuevo brevemente antes de afiadirla gota a gota a las células. Las células
se incubaron con la mezcla de ADN durante 16 horas a 37 °C/5 % de CO2 antes de retirar la solucién de transfeccion,
lavando las células con solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS) y después afiadiendo 10 ml de medio de cultivo
reciente a las células.

A las 48 a 72 horas después de la transfeccion, las células se retiraron de las placas de 10 cm? por pipeteo arriba y
abajo y se dividieron en placas de 10 cm? en 5 ml de medio de cultivo reciente o se dividieron en placas de 96 pocillos
con 100 pl de medio de cultivo por pocillo. A las 24 horas después de la siembra en placa, se inicié la seleccién
afiadiendo un volumen igual de medio de cultivo que contenia el antibidtico apropiado para dar las concentraciones
finales de higromicina a 200 pg/ml o0 zeocina, geneticina e higromicina a 25, 75 y 25 pug/ml. Una vez empezaron a
formarse colonias de células resistentes al antibidtico, las células se aislaron de las placas de 10 cm? con anillos de
clonacion o se expandieron de placas de 96 pocillos a placas de 24 pocillos, después a matraces T25 y matraces T75
antes de adaptar las lineas celulares de vuelta cultivo en suspensién sin suero. Como las células se transfirieron de
placas de 96 pocillos y placas de 10 cm? a placas de 24 pocillos, la concentracidén de antibidtico se disminuy6 a la
mitad y las células entonces se mantuvieron en este medio reducido en antibiotico.

Placas de 6 pocillos

Se sembraron placas de 6 pocillos con 5 x 10° células en 2 ml de medio de cultivo adherente un dia antes de la
transfeccion. Las transfecciones se realizaron usando reactivo de transfeccién Profection de fosfato de calcio
(Promega, Madison, WI). Tres horas antes de la transfeccién, el medio se remplazé con 2 ml de medio de cultivo
reciente. Para cada transfeccién, se afiadieron 83 ul de HBS 2x a un tubo estéril. En un segundo tubo estéril, se
mezclaron 4 pug de ADN (3,6 pg de FIX-027/0,4 pg de PC5-003) con 10 pl de CaCh 2 My el volumen total aument6
hasta 83 pl con agua estéril. La mezcla de ADN/CaCh se afiadi6 gota a gota al HBS 2x mientras se agitaba con vortice.
La mezcla de ADN se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente y después se agité con vértice de nuevo
brevemente antes de afiadirla gota a gota a las células. Las células se incubaron con la mezcla de ADN durante 16
horas a 37 °C/5 % de CO:2 antes de retirar la soluciéon de transfeccion, lavando las células con HBSS y después
afiadiendo 2 ml de medio de cultivo reciente a las células.

Alas 40 a 72 horas después de la transfeccion, las células se retiraron de las placas de 6 pocillos por pipeteo arriba y

abajo y transfiriendo las células matraces T75. A las 24 horas después de la siembra en placa, se inici la seleccion
afiadiendo un volumen igual de medio de cultivo que contenia higromicina a una concentracion final de 200 pg/ml.
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Una vez se gener6 una combinacién de células seleccionadas de forma estable, las células se contaron y diluyeron
hasta 1 célula/pocillo en placas de 96 pocillos. Segln se volvian confluyentes las lineas celulares clonales, las células
se expandieron de placas de 96 pocillos a placas de 24 pocillos, matraces T25 y T75 y entonces se adaptaron de
vuelta a cultivo en suspensioén sin suero como se describe anteriormente.

Todas las demas transfecciones de HEK se realizaron de una manera similar, sustituyendo los plasmidos de expresion
de Kex2-SOL o PC7-SOL en el lugar de PC5. Para estas transfecciones, se us6 reactivo de transfeccién
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante en lugar de fosfato de
calcio.

Las transfecciones de CHO se realizaron de una manera similar, utilizando plasmidos de expresion de FIX-Fc similares
con los mismos plasmidos de expresion de enzima de procesamiento. En algunos casos, se us6 reactivo de
transfeccion SuperFect (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante en lugar de fosfato de calcio.

Ejemplo 9
Anadlisis de lineas celulares transitorias y estables: Transferencia de Western

Para el analisis de todas las transfecciones transitorias, las transfecciones estables en CHO de FIX-Fc con PC5, y las
transfecciones estables en HEK 293 de FIX-Fc con PC7, los medios acondicionados de las células se sometieron a
inmunoprecipitacién con proteina A. En resumen, el sobrenadante de cultivo celular se mezcl6é con aproximadamente
40 pl de suspensién al 50 % de proteina A-Sepharose y se incub6 a 4 °C con balanceo durante 1 hora, después se
centrifugd para sedimentar las microesferas de proteina A. Las microesferas se resuspendieron en 1 ml de PBS o
tampon similar, se centrifugaron y se aspird el tampén, y el proceso se repitid 1-2 veces. Las microesferas entonces
se resuspendieron con tinte de carga de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) reductor o no reductor, se calentaron de 30 s a 5 min, se centrifugaron, y la proteina eluida en el tinte se cargd
en geles de SDS-PAGE y se proces6 de acuerdo con protocolos convencionales. Los geles se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se realizaron transferencia de Western como se describe a continuacién.

Para el analisis de todas las demas transfecciones estables, la proteina en primer lugar se purificé antes de analizarla
en transferencias de Western. El FIX-Fc producido en CHO que se transfecté en solitario, con PACE, o PC7, se purifico
sobre proteina A, se eluyéd, se procesé en SDS-PAGE, se transfirié a nitrocelulosa y se realizaron transferencias de
Western. El FIX-Fc producido en HEK con PC5, se sometio a purificacién en tres columnas (véase a continuacion) y
se analizé de una manera similar.

Transferencia de Western de Fc

El anticuerpo usado para los experimentos de transferencia de Western de Fc fue un conjugado de anticuerpo de
cabra anti-lgG humana (especifica de Fc)-peroxidasa de rabano rusticano (anticuerpo Pierce ImmunoPure®, catalogo
n.2 31416). Este anticuerpo se diluy6é 1:10 000 en PBS-T (PBS con Tween-20 al 0,1 %) y se incub6 con la membrana
durante 1 hora a temperatura ambiente con balanceo suave. Después de tres lavados de 10 minutos en PBS-T de
aproximadamente 20 ml cada uno, se realizé deteccién quimioluminiscente.

Transferencia de Western de FIX

Para los experimentos de transferencia de Western de FIX, se us6 un conjugado de anticuerpo de cabra anti-FIX
humano-peroxidasa de rabano rusticano (Enzyme Research Laboratories, catalogo n.? FIX-EIA-130D). El anticuerpo
se diluyé 1: 1000 en PBS-T y se incub6 con la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con balanceo suave.
Después de tres lavados de 10 minutos de aproximadamente 20 ml cada uno, la membrana estaba lista para deteccion
quimioluminiscente.

Transferencia de Western de propéptido de FIX

Para la transferencia de Western de propéptido, anticuerpo de conejo antipropéptido de FIX (véase el ejemplo 7) se
diluyé 1: 10000 en PBS-T y se incub6 con la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con balanceo suave.
La membrana posteriormente se puso en tres lavados de 10 minutos de aproximadamente 20 ml cada uno. El
anticuerpo secundario (deteccién) fue un conjugado de anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo-peroxidasa de rabano
rusticano (Southern Biotechnology Associates, catalogo n.2 4010-05) diluido 1:20 000 en PBS-T. El anticuerpo
secundario se incub6 con la membrana durante 30 minutos a 1 h a temperatura ambiente, y después se lavo tres
veces en aproximadamente 20 ml de tampén PBS-T durante 15 minutos cada una en la preparacion para la deteccion
quimioluminiscente.

Deteccion quimioluminiscente
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La deteccion de todas las inmunotransferencias se realizé usando el sistema de deteccién de transferencia de Western
ECL Plus (Amersham Biosciences catalogo n.2 RPN2132) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
visualizacion de la sefial se realizé en un Storm 840 Phosphorimager (Molecular Devices).

Ejemplo 10
Sumario de experimentos de procesamiento de propéptido: Transferencia de Western

Las transfecciones transitorias en células CHO indicé inicialmente que, aunque FIX-Fc transfectado en solitario retenia
el propéptido, la cotransfeccion de FIX-Fc con PC5, PACE-SOL, PC7-SOL o KEX2-SOL era suficiente para retirar
completamente el propéptido. Como se muestra en la figura 4, las transferencias de Western de FIX (paneles
superiores) y propéptido de FIX (paneles inferiores) de transfecciones transitorias en células CHO indicaron
inicialmente que FIX-Fc¢ transfectado en solitario retenia el propéptido (bandas presentes en transferencias de Western
tanto de FIX como de propéptido, carriles 1 y 5). En contraste, las transferencias de Western de transfecciones
transitorias en células CHO inicialmente indicaron que la cotransfeccién de FIX-Fc con PC5 (carril 4), PACE-SOL
(carriles 2 y 6), PC7-SOL (carriles 3y 7), o KEX2-SOL (carril 8) era suficiente para retirar completamente el propéptido
(bandas presentes en transferencias de Western de FIX, pero no de propéptido). Obsérvese, sin embargo, que la
cotransfeccion con KEX2-SOL (carril 8) produjo una banda adicional mas pequefia que contenia FIX (panel superior),
probablemente debido a la escisién criptica por esta enzima mas promiscua (Rockwell et al. (2002) Chem. Rev. 102:
4525-48) en un sitio adicional en FIX.

La figura 5 demuestra que, en lineas celulares CHO transfectadas de forma estable, PACE-SOL puede procesar
completamente el propéptido, mientras que PC7-SOL no. Se hizo una comparacién entre material purificado con
proteina A de una linea celular CHO que expresaba de forma estable dimero de FIX-Fc, monémero y Fc,
cotransfectada con PACE-SOL o PC7-SOL. Empezando con la cotransfeccién con PACE-SOL, el carril 1 del gel de
SDS-PAGE en el panel A identifica las tres especies, el carril 1 del Western de FIX en el panel B confirma que las
bandas de dimero y monémero contienen FIX, y el carril 1 del Western de propéptido en el panel C demuestra (por la
ausencia de bandas) que el propéptido se procesa completamente por PACE. En contraste, con respecto a la
cotransfeccion con PC7-SOL, el carril 2 del gel de SDS-PAGE en el panel A de nuevo identifica las tres especies, el
carril 2 del Western de FIX en el panel B de nuevo confirma que las bandas de dimero y monémero contienen FIX,
pero el carril 2 del Western de propéptido en el panel C demuestra (por la presencia de bandas) que el propéptido aun
esta presente en el dimero y monémero de FIX-Fc cotransfectado con PC7-SOL.

La figura 6 demuestra que, en lineas celulares CHO transfectadas de forma estable, PC5 puede procesar
completamente el propéptido. En la figura 6, los carriles 1, 2, y 3 muestran los resultados de Western de FIX (panel
superior) y Western de propéptido (panel inferior) para extracciones con proteina A de lineas celulares que expresan
de forma estable dimero de FIX-Fc, monémero y Fc cotransfectado con PC5. Los carriles 1, 2 y 3 corresponden a
lineas celulares estables amplificadas con 25, 50 y 100 nM de metotrexato; respectivamente. En el Western de FIX,
se indican las bandas de dimero y monémero de FIX-Fc, y la banda de Fc no reacciona. El Western de propéptido
confirm6 que las bandas de dimero y monémero no tienen propéptido (no se encuentran bandas significativas). En la
figura 6, los carriles 4 y 5 muestran los resultados de Western de FIX (panel superior) y Western de propéptido (panel
inferior) para extracciones con proteina A de controles, lineas celulares CHO transfectadas con FIX-Fc en solitario
(carril 4) o FIX-Fc junto con PACE-SOL (carril 5). Como se muestra en el carril 5, el FIX-F¢ purificado de lineas celulares
CHO transfectadas con PACE-SOL (carril 5) se procesa completamente (obsérvese la presencia de bandas fuertes en
Western de FIX, panel superior, pero solamente bandas de fondo débiles en el Western de propéptido, panel inferior).
En contraste, el carril 4 muestra que el propéptido aun esta presente en FIX-Fc purificado de lineas celulares CHO sin
ninguna enzima de procesamiento cotransfectada (obsérvese la presencia de bandas fuentes en Western tanto de
FIX como de propéptido, paneles superior e inferior, respectivamente).

En resumen, el examen de las lineas celulares CHO transfectadas de forma estable demostré que solamente PACE-
SOL (figura 5) y PC5 (figura 6) pueden procesar completamente el propéptido, mientras que FIX-Fc transfectado en
solitario (figura 6) o con PC7-SOL (figura 5) producia proFIX-Fc.

La capacidad de estas diversas enzimas de retirar el propéptido también se examiné en células HEK 293. La figura 7
muestra que PC5, pero no PC7-SOL, retiraba completamente el propéptido de FIX-Fc derivado de células HEK 293
transfectadas de forma transitoria. Para los resultados mostrados en la figura 7, las células HEK 293-H se transfectaron
de forma transitoria con FIX-Fc y Fc en solitario; FIX-Fc, Fc y PC5; o FIX-Fc, Fc y PC7-SOL. Los medios
acondicionados resultantes se sometieron a extracciones con proteina A, SDS-PAGE reductor y transferencia de
Western de Fc¢ (panel izquierdo) o transferencia de Western de propéptido (panel derecho). Como se muestra en la
figura 7, la proteina FIX-Fc derivada de transfecciones sin ninguna enzima de procesamiento retenia el propéptido
(carriles 3, "-"), igual que FIX-Fc cotransfectado con PC7-SOL (carriles 8-11, de transfecciones realizadas por
cuadruplicado), como puede observarse por las bandas presentes en Western tanto de Fc como de propéptido. En
contraste, PC5 retir6 completamente el propéptido (carriles 4-7 de transfecciones realizadas por cuadruplicado), como
se indica por las bandas presentes solamente en las transferencias de Western de Fc, pero no en las de propéptido.
Como controles para estos Western, se analizé dimero de FIX-Fc purificado de células CHO transfectado en solitario
(carriles 1) o con PACE-SOL (carriles 2). El propéptido estaba presente en FIX-Fc transfectado sin ninguna enzima de
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procesamiento (bandas en los carriles 1 de ambos Western), pero ausente en FIX-Fc cotransfectado con PACE-SOL
(carriles 2, banda presente en Western de Fc, pero solamente banda de fondo débil Western de propéptido).

La figura 8 muestra que KEX2-SOL no podia procesar proFIX-Fc derivado de células HEK 293 transfectadas de forma
transitoria con FIX-Fc. Los medios acondicionados de células HEK 293 transfectadas de forma transitoria con FIX-Fc,
Fc y KEX2-SOL se sometieron a extracciones con proteina Ay SDS-PAGE no reductor y transferencia de Western de
Fc (panel superior) o SDS-PAGE reductor y transferencia de Western de propéptido (panel inferior). Como se muestra
en la figura 8, FIX-Fc cotransfectado con KEX2-SOL no se procesa, como puede observarse por la presencia de
propéptido en este material (carriles 3 y 4, bandas presentes en ambas transferencias). El material del carril 3 tiene
Fc natural en las tres especies (dimero, monémero y Fc en solitario), mientras el material del carril 4 tiene N297A Fc.
Como controles, se analizé dimero de FIX-F¢ purificado de células CHO transfectado en solitario (carril 1) o con PACE-
SOL (carril 2), confirmando que el propéptido estaba presente en FIX-Fc transfectado sin ninguna enzima de
procesamiento (bandas en ambos Western, carril 1), pero ausente en FIX-Fc¢ cotransfectado con PACE-SOL (carril 2,
banda presente en Western de Fc, pero solamente banda de fondo en Western de propéptido).

En resumen, en células HEK 293 transfectadas de forma transitoria, solamente PC5 demostré la capacidad de retirar
completamente el propéptido (figura 7), mientras que PC7-SOL (figura 7) y KEX2-SOL (figura 8) no pudieron procesar
proFIX-Fc, similar a FIX-F¢ transfectado sin ninguna enzima de procesamiento (figura 7).

La capacidad de estas enzimas de retirar el propéptido también se examiné en células HEK 293 transfectadas de
forma estable. La figura 9 demuestra que, en lineas celulares transfectadas de forma estable, PC5 puede procesar
completamente el propéptido. Se procesaron por duplicado dos lotes de monémero de FIX-Fc purificado (véase el
ejemplo 11 para el proceso de purificacién) de una linea celular HEK 293-H que expresaba de forma estable dimero
de FIX-Fc, monoémero y Fc cotransfectado con PC5 (carriles 4a/b y 5a/b) en un gel de SDS-PAGE en condiciones no
reductoras, después se transfirieron a transferencias y se sondearon con anticuerpos contra FIX (figura 9B) o
propéptido (figura 9C). El gel entonces se tifié después de transferencia con Gelcode Blue (Pierce, Rockford, IL} (figura
9A). El analisis de las figuras demuestra que el propéptido se procesaba completamente por PC5, como se indica por
la ausencia de bandas en el panel C, Western de propéptido, carriles 4b y 5b. Como puede observarse del panel A,
los carriles 4a/b y 5a/b estaban todos cargados con cantidades iguales de proteina, confirmados que eran dimero y
monoémero de FIX-Fc, como puede observarse en el panel B, carriles 4a y Sa. Como controles, se analizé dimero de
FIX-Fc, monomero y Fc purificados con proteina A de lineas celulares CHO cotransfectadas con PACE-SOL (carriles
1a/b) o PC7-SOL (carriles 2a/b). Estos controles confirmaron que el propéptido estaba presente en el material
cotransfectado con PC7 (bandas presentes en el panel C, carril 2b, asi como el panel B, carril 2a), pero no PACE-SOL
(bandas ausentes en el panel C, carril 2b, pero presentes en el panel B, carril 2a).

La figura 10 demuestra que, en contraste con PC5, PC7-SOL no podia procesar el propéptido en lineas celulares HEK
293 transfectadas de forma estable. Como se muestra en la figura 10, los medios de células HEK 293-H transfectadas
de forma estable con FIX-Fc y Fc en solitario, o con FIX-Fc, Fc y PC7-SOL, se sometieron a extracciones con proteina
Ay se analizaron por SDS-PAGE reductor y transferencia de Western de Fc (panel superior) o transferencia de Western
de propéptido de FIX (panel inferior). Las células se transfectaron con la version N297A de FIX-Fc y Fc en relaciones
iguales (carriles 3 y 5} o en una relacion 1:8 (carriles 4 y 6) de plasmidos de expresion de FIX-Fc a Fc, respectivamente,
en solitario (carriles 3 y 4) o con 1/10 del ADN total del plasmido de expresion de PC7-SOL (carriles 5 y 6). Estos
analisis mostraron que la proteina FIX-Fc¢ retiene el propéptido se transfectara de forma estable con (carriles 5y 6) 0
sin (carriles 3 y 4) PC7-SOL, como puede observarse por las bandas tanto en la transferencia de Western de Fc (panel
superior) como la transferencia de Western de propéptido (panel inferior). Como controles para estos Western, se
analizé dimero de FIX-Fc purificado de células CHO transfectado en solitario (carril 1) o con PACE-SOL (carril 2),
confirmando que el propéptido estaba presente en FIX-F¢ transfectado sin ninguna enzima de procesamiento (bandas
en ambos Western, carril 1), pero ausente en FIX-Fc cotransfectado con PACE-SOL (carril 2, banda presente en
Western de Fc, pero solamente banda de fondo débil en Western de propéptido).

En resumen, las lineas celulares HEK 293 estables parecian idénticas a las transfecciones transitorias, puesto que
PC5 podia procesar completamente el propéptido (figura 9) mientras que PC7 no (figura 10).

La tabla 2 a continuacién resume los resultados de las diferentes combinaciones de enzimas de procesamiento y
proteinas FIX-Fc que se evallan por transferencia de Western.

Tabla 2. Procesamiento de propéptido

....................................................................................................................................................................................................................................................

‘Célula | Transfeccio PC5 Kex2 PC7 PACE PACE 4
: CHO | transitoria | procesa, :  procesa (escision i procesa,figura4 | procesa,
: ! figura4 criptica), figura 4 . figura 4
estable  ; procesa, no realizado no procesa procesa, | noprocesa
i figura6 i . completamente, | figura 5, 6  completamente”
: : figura & ! ! :
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‘Célula | Transfeccion PC5 Kex2 PC7
HEK transitoria procesa, no procesa no procesa
1 figura7 i completamente, figura8 i completamente, realizado
figura 7
estable procesa, no realizado no procesa no
figura9 completamente, realizado
: : figura 10

* Wasley LC et al. (1993) J Biol Chem. 268:8458-65.

Ejemplo 11
Purificacion de proteinas
Cromatografia con proteina A

Una columna de 5 cm x 6 cm de altura de lecho (117 ml de volumen, columna XK 5, Amersham) se compactoé con
medio MabSelect de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La columna se equilibré con PBS y después se
cargo con el medio concentrado a 150 cm/h, proporcionando un tiempo de retencién de 2,4 minutos. Después de la
carga, la columna se lavé en primer lugar con 3-4 volimenes de PBS, después 3-4 volimenes de PBS + NaCl 0,9 M.
Finalmente, se redujo la conductividad con 3 volimenes de PBS antes de la elucién. La proteina unida eluyé con 3-4
volumenes de citrato de sodio 25 mM + NaCl 150 mM, pH 3,4. Después de la elucién, la columna se destilé con
guanidina HCI 3 M. El material eluido se neutralizé con base Tris 2 M (~8 ml por 100 ml de eluido). La cantidad de
proteina eluida se estim6 midiendo las diluciones triplicadas de la combinacion neutralizada (1 en 10) en PBS. La
concentracién se determiné usando la ecuacién

mg/ml = (absorbancia 280 - absorbancia 320)/1,34

donde 1,34 es el coeficiente de absorbancia molar teérica en funcién del nimero de triptéfanos, tirosinas y enlaces
disulfuro en monémero de FIX-Fc. Gill et al. (1989) Analytical Biochem 182:319.

Cromatografia de intercambio anionico usando Fractogel DEAE

El eluido de proteina A neutralizado se diluyé 1:1 con Tris 25 mM + NaCl 150 mM, pH 7,5, y se cargd en una columna
Fractogel DEAE de 2,6 cm x 7 cm de altura de lecho (37 ml de volumen, columna XK 2.6, Amersham). La columna
Fractogel DEAE se compactd de acuerdo con las especificaciones del fabricante, que incluia una compresion de lecho
de un 25 % después de compactacion por alto flujo.

La columna se equilibré con 6 volimenes de columna (CV) de Tris 25 mM + NaCl 150 mM, pH 7.5, y se cargd a ~230
cm/h. La carga se lavo con 4 CV de tampon de equilibrado seguido de 4 CV de Tris 25 mM + acetato de amonio 350
mM, pH 7.5, seguido de 3 CV de tamp6n de equilibrado.

El monémero de FIX-Fc eluyé con Tris 25 mM + acetato de amonio 600 mM, pH 7.5 (~5 CV). La columna entonces se
separé con 5 volimenes de hidréxido de sodio 0,1 M, seguido de reequilibrado con 4 CV de Tris 25 mM + NaCl 150
mM, pH 7.5.

Cromatografia de seudoafinidad usando Q Sepharose FF

La cromatografia de intercambio aniénico de seudoafinidad implica CaCh en elucién del FIX-Fc inmovilizado de la
columna. Se cree que la adicién de CaClz provoca un cambio conformacional en la parte de FIX de la molécula, que
provoca que eluya del medio Q Sepharose FF. Yan SB et al. (1996} J Mol Recognit. 9:211-8; Harrison S et al. (1998)
Semin Hematol 35(2 Suppl2):4-10.

El eluido de DEAE se diluy6 un total de 4 veces con Tris 25 mM + NaCl 150 mM, pH 7,5. Una columna Q Seph FF de
1,6 cm x 11 cm de altura de lecho (22 ml de volumen, columna XK 1.6; Amersham) se equilibré con Tris 25 mM + NaCl
150 mM, pH 7,5 (9 CV). La columna entonces se cargd a 200 cm/h y se lavd con 15 CV de tampén de equilibrado.
Para garantizar la unién adecuada de las especies activas de FIX-Fc, la carga de DEAE de nuevo material se diluye
ahora 1:4 con Tris 25 mM + NaCl 120 mM, pH 7,5, que ahora sera el tampén de equilibrado de la columna. El resto
del procedimiento permanece igual.

La especie de monémero de FIX-Fc mas activa eluyd con Tris 25 mM + CaClz 7 mM + NaCl 150 mM, pH 7,5 (5 CV).

Las especies menos activas eluyeron con Tris 25 mM + CaClz 10 mM + NaCl 150 mM, pH 7,5 (5 CV), mientras el
material de FIX-Fc menos activo eluy6 con Tris 25 mM + acetato de amonio 600 mM, pH 7,5.
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El pico de rFIX-Fc se recogié desde el inicio de la elucion (la sefial de UV alcanza ~100 mAU) hasta cuando la sefial
de UV alcanza un 20 % de la absorbancia maxima de pico en el extremo posterior del pico de elucién (~30 ml).

La columna entonces se separd con hidroxido de sodio 0,1 M (5 CV) y después se reequilibré con Tris 25 mM + NaCl
150 mM, pH 7,5.

Intercambio de tampon de preparacion de proteina final

Se intercambi6 el tampén de las fracciones de elucion de Q Seph FF frente a PBS. La proteina se inyect6 en Slide-A-
lyzers (Pierce) de 125 ml prehumedecidos y se dializo frente a dos cambios de tampén PBS, cada vez en exceso de
200 veces de PBS sobre la solucion de proteina.

Ejemplo 12

Anadlisis de linea celular estable y cartografiado de péptidos

Para el cartografiado de péptidos, se realizaron digestiones tripsinicas y los péptidos resultantes se analizaron por
LC/MS para determinar la presencia de un fragmento del propéptido denominado péptido indicador de propéptido, o
PIP (TVFLDHENANK; SEQ ID NO:18), que solamente estaria presente en caso de procesamiento incompleto del
propéptido.

Se secaron aproximadamente 100-200 ug de proteina con un Speed Vac, después se resuspendieron en 100-200 pl
de tampo6n de digestién (bicarbonato de amonio 50 mM) usando una termomezcladora Eppendorf a 30 °C, 800 rpm,
durante 30 min. La muestra entonces se redujo afiadiendo 10 pl de agente reductor (ditiotreitol 10 mM en tampén de
digestion) durante 30 min a 56 °C, 800 rpm en la termomezcladora. La muestra se dej6 enfriar, después se afiadieron
10 ul de agente de alquilacién (yodoacetamida 55 mM en tampo6n de digestion) y se dej6 incubar durante 30 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. Después se afiadi6 tripsina modificada de calidad de secuenciacién Promega
a 0,1 pg/ul en bicarbonato de amonio 50 mM a relacién ponderal de 100:1 a 200:1 de sustrato a enzima, después se
incubd a 37 °C, 800 rpm durante 16 horas. La muestra se sec6 algo con un Speed Vac segun lo necesario para reducir
el volumen, y las muestras se almacenaron a -20 °C hasta que estuvieron listas para el analisis, como se describe a
continuacion.

Andlisis de HPLC-UV - Materiales y equipo:

e Bomba de HPLC binaria Agilent 1100 con tomamuestras automatico termorregulado, detector de matriz de
diodos y calentador de columna

s  Columna de HPLC Phenomenex Jupiter, 250 mm x 2,00 mm, C18, 300 A5 um dp

e Tampén A: 0,01 % (v/v) de &cido trifluoroacético, 0,05 % (v/v) de acido férmico. (agua de calidad de HPLC
propia, reactivos de calidad analitica)

e Tampén B: Tampoén A en 85 % de acetonitrilo de calidad de HPLC
Analisis de HPLC-UV-MS - Materiales y equipo:

e Bomba de HPLC binaria Agilent 1100 con tomamuestras automatico termorregulado, detector de matriz de
diodos y calentador de columna

e Espectrometro de masas con retencién de iones Thermo Finnigan
s  Columna de HPLC Phenomenex Jupiter, 250 mm x 2,00 mm, C18, 300 A5 um dp

e Tampén A: 0,01 % (v/v) de &cido trifluoroacético, 0,05 % (v/v) de acido férmico. (agua de calidad de HPLC
propia, reactivos de calidad analitica)

e Tampén B: Tampoén A en 85 % de acetonitrilo de calidad de HPLC
Andlisis de HPLC-UV - Procedimiento:

» Programa de gradiente:

Tiempo, min 1% de disolvente B
0,00 56
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{% de disolvente B

16,8
21,3

129.0
i32,5

* Caudal: 0,250 ml/min;

* Deteccién: Detector de matriz de diodos, UV, 214 nm y 280 nm;

» Temperatura de la columna: 30 °C.

Anadlisis de HPLC-UV-MS - Procedimiento:

Programa de gradiente, caudal, temperatura de la columna y deteccién de UV como anteriormente.

Deteccion MS: Un espectrometro de masas con retencién de iones Thermo Finnigan LCQ Advantage
conectado en linea después del detector de matriz de diodos y manejado en modo de ionizacién por
electronebulizacion (ESI). Los protocolos de espectrometria de masas variaron dependiendo del objetivo del
analisis, pero habitualmente fueron "funcionamiento triple" (exploraciéon completa, exploracion ampliada y
exploracion MSMS, secuencial} para la identificacion de péptidos o exploracion completa solamente para
producir cromatogramas de masas.

Ejemplo 13

Sumario de experimentos de procesamiento de propéptido: Cartografiado de péptidos

Los resultados de transferencia de Western de las proteinas transfectadas forma estable se confirmaron por
cartografiado de péptidos. El péptido indicador de propéptido (PIP) se detecté en el trazado de UV y el trazado de ion
seleccionado en FIX-Fc transfectado en solitario en CHO, pero fue indetectable en monémero de FIX-Fc purificado
cotransfectado con PC5 (figura 11). ProFIX-Fc también se encontré en proteina FIX-Fc en CHO, que se cotransfectd
con PC7, aunque posiblemente a niveles menores como se indica en el trazado de UV (figura 12). El FIX en solitario
producido en presencia de PACE-SOL (BeneFIX®) parecia idéntico al mondémero de FIX-Fc producido PC5 (figura 13),
que no presenta PIP detectable.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula hospedadora que comprende un primer polinucleétido que codifica una proproteina de factor IX (proFIX),
0 una proteina de fusion de la misma, y un segundo polinucleétido que codifica una proproteina convertasa similar a
subtilisina/Kex2p de mamifero funcional (PC5).

2. La célula hospedadora de la reivindicacion 1, en donde la PC5 funcional comprende una secuencia de aminoacidos
proporcionada por SEQ ID NO: 1.

3. La célula hospedadora de la reivindicacion 1 o 2, en donde el primer polinucleétido codifica proFIX.

4. La célula hospedadora de la reivindicacion 1 o 2, en donde el primer polinucleétido codifica una proteina de fusién
de proFIX.

5. La célula hospedadora de la reivindicacion 4, en donde el primer polinucleétido codifica una proteina de fusion de
proFIX-Fc, una proteina de fusion de proFIX-albdimina o una proteina de fusion de proFIX-transferrina.

6. La célula hospedadora de la reivindicacién 5, en donde la célula hospedadora produce un hibrido de monémero-
dimero de proFIX-Fc.

7. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde la proteina de fusiéon comprende
un conector.

8. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el primer polinucleétido que codifica
la proFIX o la proteina de fusién de la misma y el segundo polinucleétido que codifica la PC5 funcional estan en un
solo vector de expresion.

9. Un método in vitro para producir un polipéptido que contiene factor IX maduro a partir de una proFIX, o una proteina
de fusion de la misma, comprendiendo el método cultivar la célula hospedadora de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 en condiciones que permiten: la expresién tanto de proFIX o la proteina de fusién de la misma
como de PC5 funcional, y procesar la proFI1X o la proteina de fusién de la misma por la PC5 funcional.

10. Un método in vitro para aumentar el rendimiento de un polipéptido que contiene factor IX maduro a partir de una
proFIX, o una proteina de fusién de la misma, comprendiendo el método cultivar la célula hospedadora de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en condiciones que permiten: la expresion tanto de proFIX o la proteina de
fusion de la misma como de PCS5 funcional, y procesar la proFIX o la proteina de fusion de la misma por la PC5
funcional, en donde el rendimiento del polipéptido que contiene factor IX maduro esta aumentado en comparacion con
el rendimiento del polipéptido que contiene factor IX maduro producido en condiciones similares sin el procesamiento
por la PC5 funcional.

11. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o el método de la reivindicacion 9 o0 10, en
donde la célula hospedadora es una célula procariotica.
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